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Ustroj istraZivanja: eksperimentalna studija
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Materijali i metode: Za vrijeme obdukcije izuzeti su poslijesmrtni uzorci krvi, negativni na prisustvo etanola. U dio ispitivanih uzoraka za
analizu dodan je 2% antikoagulans- NaF (V), dok je drugi dio uzoraka (V1) uzorka pohranjena i analiziran bez dodatka antikoagulansa.Tako
podijeljeni uzorci alikvotirani su u spremnike manjeg (Al i BA1) i veéeg volumena (A2 i BA2), te pohranjeni na -20 °C do analize. U uzorke
pohranjene u spremnike manjeg volumena (1 mL) dodane su razli¢ite vrijednosti etanola: 0.5, 1, 1.5 i 2.5 g/kg, dok je u uzorke pohranjene u
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1. UvOD



Etilni alkohol (etanol) zauzima vazno mjesto u povijesti Covjecanstva tijekom najmanje
8000 godina. U zapadnome drustvu pivo i vino predstavljali su sastavni dio prehrane u
svakodnevnom zivotu sve do 19. stolje¢a. Ova relativno razblazena pic¢a imala su prednost pred
obi¢nom vodom za koju se smatralo da je povezana s akutnim i kroni¢nim bolestima. Kako su
sustavi za javnu higijenu i proc¢iS¢avanje vode uvedeni u 19. stoljecu, tako su pivo i1 vino postali
manje vazni sastojci ljudske prehrane i unosa tekudéine. Danas se alkohol nasiroko konzumira, a
predstavlja 1 najCeS¢e zloupotrebljavano sredstvo ovisnosti koje u svijetu uzrokuje velike

zdravstvene i drustvene troSkove. [1]

IstraZivanja u naSoj sredini pokazala su da u Hrvatskoj ima 6% ovisnika o alkoholu, a oko 15%
muskaraca starijth od 20 godina prekomjerno pije alkoholna pi¢a, s tim da realno stanje
premasuje navedene postotke. Smatra se da je alkoholizam zena daleko opasniji za stabilnost
obitelji nego alkoholizam muskaraca. Broj Zzena alkoholi¢arki stalno je u porastu. U Hrvatskoj
omjer broja muskaraca i Zena posljednjih desetak godina iznosi oko 3,6:1. IzraZzeno u apsolutnim
brojkama, u Hrvatskoj ima oko 250.000 ovisnika o alkoholu, a zbog ugrozenosti cijele obitelji,

osobito djece, broj ugrozenih se blizi milijunu stanovnika. [2]

-----

drustveni problem. [3] Iako se broj nesre¢a u Europskoj uniji od pocetka devedesetih godina
proslog stoljeca snizio, posljednjih se godina takav pad bitno usporio. Ugrozena dobna skupina,
kojoj su prometne nesre¢e glavni uzrok smrtnosti, mladi su ljudi u rasponu od 14-25 godina.
Procjenjuje se da ¢e jedan od tri Europljanina u jednom trenutku Zivota biti ozlijeden u prometnoj
nesreci, Sto ¢e Europskoj uniji biti direktni troSak od 45 bilijuna eura. Indirektni troSkovi, kao $to
su fiziCka 1 psiholoSka S$teta pretrpljena od strane zrtava i1 njihovih obitelji, bili bi jo§ 3-4 puta
vedi. [4]

Svaka, pa i najmanja koliCina alkohola u krvi utjeCe na vozacke sposobnosti vozaca. Granica
apsolutne nesposobnosti za sigurno upravljanje motornim vozilom je kod 1.30 g/kg apsolutnog
alkohola u krvi, pa su vrijednosti iznad te granice u krvi vozacke sposobnosti bitno smanjene.
Uoceno je da s porastom koncentracije apsolutnog alkohola u krvi raste i nesposobnost za sigurno

upravljanje motornim vozilom.



Sudionici u prometu (vozaci, pjesSaci ili osobe zateCene na mjestu dogadaja) podvrgavaju se
testiranju na prisutnost alkohola, droga, drugih psihotropnih tvari i lijekova koji mogu utjecati na
vozacke sposobnosti i ponasanje u prometu. Na temelju zakonskih, zdravstvenih i tehnickih
osnova na mjestu dogadaja obavljaju se probirni (engl. screening) testovi, a kasnije i potvrdni
(konfirmacijski) testovi u ovlaStenim i osposobljenim laboratorijima. Metode, oprema 1 nacin
izvodenja testiranja ovise o odabiru te znanstvenoj i prakti¢noj pouzdanosti vrste testa, o
tehnickim uvjetima i zakonskoj osnovi. Prema trenutno vaze¢im propisima u radu na terenu
koriste se alkometri (etilometri) marke Drédger, modeli 7410 i 6510/6810, koji mjere
koncentraciju apsolutnog alkohola u izdahnutom zraku (Slika 1). [5]

/ iR

Urages

Slika 1. Alkotester Drager 6810 s usnikom (lijevo) i alkotester Drager 7410 (desno). [6]

U prometnim nesrecama mjerenje alkohola u krvi moze biti odlucujuéi faktor prilikom
utvrdivanja krivca za pocinjenu nesrecu. [ /] Tijekom forenzicne obrade veoma je Cest zahtjev za
ponovnom analizom uzoraka krvi plinskom kromatografijom, posebice u sluc¢ajevima kada je
toc¢nost rezultata izradenih analiza upitna ili postoji nekakva sumnja u sami integritet uzoraka. To
upucuje na vaznost poznavanja kratkotrajne i dugotrajne stabilnosti koncentracije etanola u

uzorcima krvi tijekom pohrane u hladnjaku. [8]

1.1. Alkohol (etanol)
Pod pojmom alkohol, kao sredstvo ovisnosti, podrazumijeva se etanol, C,HsOH. Etanol je
mala hidrofilna molekula koja se, unesena oralnim putem, brzo apsorbira iz gastrointestinalnog

trakta (20% putem Zeluca, dok se ostatak, 80%, apsorbira iz tankog crijeva). [1] Koli¢ina



alkohola u tijelu odreduje se sadrzajem alkohola u krvi (engl. BAC-blood alcohol concentration),
a definira se kao tezina etanola po jedinici volumena krvi. Metabolizam etanola, prikazan na slici
2, odvija se u dvije faze i to konverzijom u acetaldehid, uz alkohol dehidrogenazu (ADH), a

potom uz aldehidnu dehidrogenazu (ALDH) u acetat iz kojeg prelazi u vodu 1 uglji¢nog dioksida.

[9]

ADH

ADH1B*2 A\ ALDH
ALDH22 WV < CO,

N\
CH4-CH,-OH CH,-CH=0 —>_|_ CH,C-COO0 \/‘Krcbsov )/—>+
ciklus

/ H,O
Disulfiram
\Cﬂ/ N

Slika 2. Metabolizam etanola. [10]

Akutni ucinci konzumacije etanola posljedica su vezivanja acetaldehida s proteinima,
nukleinskim kiselinama i sliénim komponentama, a posljedica ¢ega je smanjena ucinkovitost
navedenih spojeva. Dodatne akutne posljedice su hipoksija, nedostatak kisika u jetri i nastanak
jako reaktivnih molekula koje sadrZe kisik te mogu oStetiti ostale stani¢ne komponente. Varijacije
u brzini apsorpcije, distribucije 1 eliminacije alkohola ovise o genetickim razlikama, spolu, vrsti
konzumiranog pica, tezini 1 ostalim, uglavnom individualnim, cimbenicima. Alkohol je
anksiolitik i analgetik s depresivnim u¢inkom na sredi$nji ziv€ani sustav. U maloj dozi moze
djelovati kao stimulans, te kao relaksant. Ima teratogeno djelovanje uzrokujuci ,,fetalni alkoholni
sindrom® s poremecajima u nervnom sustavu, a moze dovesti i do smrtnog ishoda (Tablica 1). [5,
9]

Konzumacijom alkohola razvija se psihic¢ka, a kod vecih koliCina, nerijetko 1 fizicka ovisnost.
Lijekovi koji su u mnogim zemljama odobreni kao pomoc¢na sredstva za lije€enje ovisnosti o
alkoholu su: disulfiram (blokator enzima acetaldehid dehidrogenaze), naltrekson (antagonist

opioidnih receptora) i akamprosat (antagonist NMDA i GABA agonist). [1]



Tablica 1. Maseni udio alkohola u organizmu i pripadaju¢i simptomi konzumacije alkohola. [9]

BAC (g/L) BAC (% v/v) | SIMPTOMI

0,5 0,05 Euforija, opustenost, razgovorljivost

Depresija srediSnjeg ziv€anog sustava, mucnina,

moguée povracanje, umanjene funkcije motorike i

1 0,1
osjetila
>1,4 >0,14 Smanjen protok krvi u mozak
3 0,3 Osamucenost, moguca nesvijest
4 0,4 Moguca smrt
>5,5 >0,55 Smrt

1.1.1. Farmakokinetika sredstava ovisnosti

Farmakokinetika proucava apsorpciju supstancije, odnosno lijekova i sredstava ovisnosti
u krv, njihovu raspodjelu po tjelesnim tekuéinama i tkivima, metabolizam 1 izlu€ivanje
(ukljuéujudi i njihove potencijalne metabolite) $to se zajedno opisuje skracenicom — ARMI (engl.
Abosrption, Distribution, Metabolism and Excretion- ADME). [11] Svaka od navedenih faza
podlijeze fizikalno—kemijskim interakcijama izmedu lijeka 1 organizma. Farmakokinetiku je
mogucée opisati 1 izraunati koriste¢i matematicke jednadzbe koje omogucuju predvidanje
ponasanja lijeka, pri ¢emu je veliki naglasak na odnose izmedu koncentracije lijeka u plazmi i

vremenu koje je proteklo od primjene lijeka. [12]

Apsorpcija predstavlja prelazak toksi¢ne tvari s mjesta djelovanja u krvotok. Tri su glavna
mjesta ulaska toksi¢nih tvari u organizam, preko koze, probavnog sustava i plu¢a. Koza je stalno
izlozena raznim spojevima, stoga potencijalno predstavlja vazan put ulaska ksenobiotika u

organizam. Ulazak preko pluca je neSto znacajniji, s obzirom da se veéina toksi¢nih tvari unese



oralno, a apsorpcija se odvija i duz cijelog probavnog sustava. Ipak, najznacajnija apsorpcija
odvija se u tankom crijevu. Toksi¢na tvar prolazi kroz stanicnu membranu koja je polupropusni
lipidni dvosloj izgraden od proteina i fosfolipida. Nekoliko je nacina prolaska toksi¢ne tvari kroz

membranu (Slika 3).
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Slika 3. Mehanizmi prolaska lijekova kroz bioloSke membrane. Lijekovi mogu pasivno
difundirati kroz kanale za vodu koji se nalaze u spojevima medu stanicama (npr. cvrsti spojevi,
A), ili kroz lipidne membrane (B), mogu se transportirati s pomocu nosaca u stanicu ili izvan nje
(C), te se takoder vezati za receptore stanice (tamna vezajuca mjesta), te potom biti invaginirani
u stanicnu membranu (endocitoza). Nakon toga mogu biti otpusteni unutar stanice ili izbaceni,

posredovanjem vezikula, u izanstanicni prostor (egzocitoza, D). [1]

Raspodjela predstavlja distribuciju ksenobiotika preko krvotoka do reaktivnin mjesta u
organizmu 1 mjesta skladiStenja. Jednostavnost kemijske distribucije u velikoj mjeri ovisi o
topljivosti ksenobiotika u vodi. Poznavanje karakteristika raspodjele ksenobiotika je pozeljno za
pravilan odabir bioloskog materijala za analizu. [13,9]
Biotransformacija je ireverzibilna transformacija toksi¢ne tvari biokemijskim reakcijama u
metabolite. Postoje dvije faze metabolizma koje se najceSce odvijaju jedna iza druge. U fazi I
odvijaju se strukturne promjene preko procesa oksidacije, redukcije i hidrolize, koje kataliziraju
jetreni enzimi. Faza Il prvenstveno ukljucuje reakcije konjugacije kojima se stvaraju spojevi vece

molekulske mase koji su topljivi u vodi, prilikom ¢ega se inaktiviraju. [5]

Izlucivanje ili eliminacija toksi¢nih tvari iz organizma izrazava se vremenom poluraspada (t1/).
Brzina vremena potrebnog da se izlu¢i polovica spoja ovisi o njegovoj koncentraciji i
metabolic¢koj reakciji. Najznacajniji putevi eliminacije su preko bubrega mokra¢om, te preko jetre

putem zuci. [9]
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Slika 4. Farmakokinetika lijeka u plazmi, odnos koncentracije i vremena. [14]

1.1.2. Stabilnost sredstava ovisnosti

Na stabilnost sredstava ovisnosti mogu utjecati brojni ¢imbenici ukljucujuéi fizikalno—
kemijska svojstva, svojstva uzoraka i matice, procedure sakupljanja uzoraka, odabir spremnika za

izuzimanje 1 pohranu uzoraka, upotreba antikoagulansa 1 sli¢no.

U nacelu, uzroci nestabilnosti sredstava ovisnosti u svakom uzorku za toksikolosku analizu
posljedica su metaboli¢ke razgradnje, kemijske transformacije ili njihove kombinacije. Stabilnost
sredstava ovisnosti u poslijesmrtnim maticama uzoraka predstavlja dodatnu razinu sloZenosti.
Uvjete je teze kontrolirati, moguéa je ubrzana degradacija analita zbog procesa truljenja,

povecanog prisustva bakterija i gljivica [15, 9].

Nestabilnost lijekova i sredstava ovisnosti uglavnom dovodi do smanjenja koncentracije u
ispitivanim uzorcima. Medutim, neki konjugirani lijekovi (primjerice glukuronidi) pod
odredenim uvjetima, dekonjugacijom mogu povecati koncentracije lijekova ili sredstava

0ViSnosti.

Ovisno o uzorkovanju, uvjetima pohrane, koriStenom antikoagulansu, vrsti spremnika, matici
uzorka 1 drugim ¢imbenicima koncentracija lijeka u vremenu analize nije uvijek jednaka
koncentraciji u vrijeme sakupljanja uzorka. U idealnim uvjetima, stabilnost sredstava ovisnosti

trebala bi se vrednovati na viSe nacina: ispitivanjem kratkotrajne i dugotrajne stabilnosti uzorka



ili matice uzorka, ucinka ciklusa zamrzavanja i odledivanja uzoraka te stabilnosti na sobnoj
temperaturi. Poznavanje kinetickih varijabli i utjecaja temperature na sredstva ne znaci nuzno

sposobnost predvidanja konac¢nih rezultata analize [16, 9].

1.1.3. Stabilnost etanola

Jedna od glavnih briga u provodenju toksikoloskih analiza alkohola jest njegova stabilnost
u forenzi¢kim uzorcima. Koncentracija etanola moze porasti tijekom vremena pohrane uzoraka ili
biti podvrgnuta gubitcima zbog isparavanja, mikrobioloSke razgradnje ili procesa oksidacije. Ovo
je vazno kada se provode ponavljajuce analize nakon pohrane uzoraka, kao na primjer, analize
koje su dio osiguranja kontrole kvalitete ili analize zatrazene od suda zbog utvrdivanja
vjerodostojnosti inicijalnih rezultata. Prilikom predstavljanja rezultata na sudu, sposobnost
davanja pouzdanih rezultata i1 tumacenja bilo kojih znacajnih promjena klju¢na je u
ustanovljavanju vjerodostojnosti podataka. Mnogi autori impliciraju vaznost preanalitickih
faktora, te su studije pokazale da smanjenje koncentracije etanola u krvi tijekom pohrane ovisi 0
vremenu 1 temperaturi o¢uvanja (bez obzira jesu li konzervansi, kao $to je NaF, dodani), vrsti 1

sigurnosti spremnika i ¢epova te postotku zraka u spremniku.

Obzirom da je etanol lako isparljiva supstanca za ocekivati je da ¢e se sadrzaj alkohola u krvi s
vremenom smanjivati, no on se moze, zbog propustanja spremnika ili biokemijske degradacije

(ako konzervans kao $to je NaF nije dodan u uzorak), i povecati.

Prema dosadasnjim saznanjima, ponekad ni konzervansi (primjerice NaF) dodani u bioloske
uzorke krvi ne poboljSavaju rezultate, ¢ak ni onda kada su uzorci uzeti sterilnom opremom i
cuvani na niskim temperaturama. Ucestalo otvaranje spremnika ili epruveta s uzorcima prilikom
uzimanja alikvota krvi za analize takoder je jedan od ¢imbenika koji moZe uzrokovati vece
gubitke etanola, §to ukazuje na vaznost uloge zraka u procesu degradacije alkohola. Sto je veéi
postotak zraka u spremniku (engl. chamber air, CA%), veci je i gubitak koncentracije etanola s
vremenom, S§to se pripisuje mehanizmu gubitka alkohola zbog ventilacije izmedu tekuce i
plinovite faze. Osim ventilacije postoje i drugi mehanizmi gubitka alkohola kao S§to je
neenzimska reakcija oksidacije oksihemoglobinom iz eritrocita (proces koji ne ovisi 0 CA%).
[17]



Mikrobna fermentacija Secera je proces konverzije ugljikohidrata u etanol [18], a do tog procesa
dolazi i u ljudskom tijelu. Cesti su slu¢ajevi povisene koncentracije alkohola u poslijesmrtnim
uzorcima krvi pacijenata sa Sefernom bolesti, a moguci uzrok tomu je brza reprodukcija
mikroorganizama koja dovodi do fermentacije Secera. Konverziju Secera u etanol §to ne moze biti
sprijeCeno uobicajenom koli¢inom NaF dodanom u uzorke krvi. Proizvodnja endogenog etanola
mikroorganizmima postupkom fermentacije ugljikohidrata u urinu potencijalan je problem
prilikom testiranja uzoraka urina osoba koje su vozile pod utjecajem sredstava ovisnosti i
prilikom poslijesmrtnih analiza, §to moze dovesti do krivih zaklju¢aka o konzumaciji alkohola.
Upravo zato bitno je prepoznati koliko je etanola nastalo kao produkt mikroorganizama, a koliko

je posljedica konzumiranja alkoholnih pica.

Promjene u stabilnosti BAC tijekom pohrane takoder bitno ovise o duljini vremena pohrane
uzoraka. Prema tome, razlikujemo ispitivanje kratkotrajne, u vremenskom periodu unutar 6

mjeseci, i dugotrajne stabilnost etanola, unutar 12 mjeseci. [21]

Kada se provode studije ispitivanja dugotrajne stabilnosti, vremenski period trebao bi minimalno
obuhvacati 12 mjeseci, a da bi se dobili valjani podaci, frekvencija testiranja trebala bi biti
najmanje svaka tri mjeseca. Kratkotrajna stabilnost, ispitivana unutar 6 mjeseci, trebala bi se
testirati minimalno tri puta, ukljucujuéi pocetnu (izmjerenu 0.dan) i krajnju vrijednost (izmjerenu

6.mjesec). [19]

1.2. Bioloski uzorci

Pod pojmom bioloski uzorci podrazumijevaju se uzorci isklju€ivo bioloskog podrijetla,
tekucine ili tkiva. Jedan od najvaznijih postupaka koji ima znatan utjecaj na rezultat toksikoloske
analize jest uzorkovanje uzoraka Zivih ili mrtvih osoba za toksikoloSku analizu. U analizama
zivih osoba koriste se razli¢iti bioloski uzorci, ali u oko 98% slucajeva to su mokraca, krv 1
zelu€ani sadrzaj. Prilikom analize umrlih osoba broj uzoraka za analizu ukljucuje dostupne
uzorke koji se prikupljaju i za vrijeme Zivota (bioloske tekucine), ali i sva dostupna bioloSka
tkiva, sakupljena na obdukciji. Pojedine vrste uzoraka, kao Sto su znoj, kosa, dlake ili slina, u
posljednje se vrijeme sve vise koriste jer mogu sluziti kao dodatni izvor podataka o konzumaciji

sredstava ovisnosti. [5]



U slucajevima koji ukljucuju zloCine pocinjene uz konzumaciju sredstava ovisnosti, slucajnog ili
namjernog trovanja te u slucajevima sumnjive smrti, najce$¢e analizirani uzorci su bioloske
tekucine, mokraca i krv. [20, 9] Osnovni preduvjet za dobru toksikolosku analizu jest obrada i

analiza na vrijeme prikupljenog i pravilno pohranjenog uzorka.

Uzorkovanje bioloskog materijala za toksikolosku analizu razlikuje se od slucaja do slucaja. U
pravilu, poslijesmrtna toksikologija zahtjevnija je 1 kompliciranija od toksikologije Zivih osoba.
Bioloski uzorci su ¢esto sve samo ne idealni, moguce je da ih uopée nema na raspolaganju ili su

znacajno degradirani [21].

Bioloski materijal za toksikolosku analizu treba biti reprezentativan i predstavljati cijeli uzorak, a
svi uzorci moraju biti propisno zavedeni. U tablici 2 prikazane su odgovarajuce vrste i
preporucene koli¢ine bioloSkih uzoraka za toksikoloSku analizu. PredostroZznosti radi potrebno je
sakupiti Sto veéi broj raznih uzoraka, zbog bolje ,,Sire slike* 1 eventualne potrebe reanalize. Izbor

uzoraka i koli¢ina ovisi o okolnostima, njihovoj dostupnosti i pozadinskim informacijama [22, 9].

Tablica 2. Smjernice za prikupljanje poslijesmrtnih uzoraka. [9, 23]

UZORAK VOLUMEN/KOLICINA
Iz femoralne ili
) 10-20 mL
subklavijalne vene
KRV
1z srca Sva raspoloZiva ili 50 mL
MOKRACA Sav raspoloziv ili 50 mL
ZELUCANI SADRZAJ Sav raspoloziv ili 50 mL
TKIVA (mozak, jetra, bubrezi, miSici 509
ZUCNA TEKUCINA Sva raspoloZiva
OCNA VODICA Sva raspoloziva
3
MJESTO  UBODA  INJEKCIJSKOM | 2X2x1cm
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IGLOM

UZORAK KOSE Najmanje 500 mg
UZORAK NOKTIJU Najmanje 0,2 g
1.2.1. Krv

Krv je tekucina koja cirkulira sr€ano krvoZilnim sustavom te sacinjava oko 8% tjelesne
mase covjeka. Sastoji se od tekuceg dijela (plazme) i krvnih stanica (eritrocita, leukocita i
trombocita). Od velikog je znacaja za detekciju, a osobito za kvantitativno odredivanje i

interpretaciju koncentracije lijekova i droga. [5]

Analizom poslijesmrtnih uzorka krvi omogucuje se usporedba koncentracija s klini¢kim
uzorcima i njihovim farmakokinetickim podatcima. [24] Podrazumijeva se, ukoliko je to moguce,
uzorkovati dva uzorka krvi, jedan iz srca i drugi s periferije, osim u sluc¢aju analize krvi na
alkohol kada se krv iz srca ne smije uzeti jer postoji mogucnost difuzije iz zeluca. U
poslijesmrtnim slucajevima preferira se uzimanje krvi iz femoralne vene da bi se izbjegla
kontaminacija trbusnim tekuc¢inama ili sadrzajem te reducirali artefakti koji se pojavljuju u

krvnim koncentracijama zbog redistribucije. [5]

Vecina lijekova 1 sredstava ovisnosti u poslijesmrtnim uzorcima krvi pokazuju promjene u
koncentraciji ovisno o tome koliko je vremena proslo od smrti do uzorkovanja, izboru mjesta
izuzimanja uzorka, odabira metoda uzorkovanja i sakupljenoj koli¢ini uzorka. [25] Obzirom na
velike moguénosti promjena u koncentraciji sredstava ovisnosti u poslijesmrtnim uzorcima krvi
izuzetih s raznih mjesta u organizmu potrebno je standardizirati uzorkovanje, da bi se dobiveni

rezultati mogli pravilno interpretirati usporedbom s kreiranim bazama podataka. [9]

1.2.2. Postupanje s bioloSkim uzorcima: sakupljanje, oznacavanje, pohrana i transport

Na slici 5 shematski je prikazan postupak sakupljanja bioloskih uzoraka, pravilno

oznacavanje, njihova pohrana i transport. Kod sakupljanja bioloSkih uzoraka potrebno je
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naznaciti ime 1 prezime osobe, vrstu uzorka, datum, mjesto 1 vrijeme prikupljanja uzoraka. Sve
uzorke izuzetih bioloskih tekucina i tkiva potrebno je pohraniti u zasebne spremnike kako bi se

izbjegla uzajamna kontaminacija.

2 INFORMIRANI PRISTANAK
TRANSPORT /

OBRADA / Lﬁ
IDENTIFIKACIJA &‘Aﬁ -

SAKUPLJANJE

POHRANA

Slika 5. Shematski prikaz postupanja s bioloskim uzorcima. [26]

Preporuca se koriStenje jednokratnih plasti¢nih ili staklenih spremnika, a oni ne bi smjeli
prekoraciti razinu punjenja od 80% ukupnog volumena spremnika. Prema ,,Smjernicama za
priskrbljivanje poslijesmrtnih uzoraka za toksikoloSku analizu®, u uzorke krvi 1 mokrace,
prilikom analize na alkohol, dodaje se 2% natrijev fluorid (NaF). Dodatkom NaF smanjuje se
mikrobioloska aktivnost i proces fermentacije etilnog alkohola in vitro i raspadanje labilnih
lijekova. Antikoagulansi se, u nacelu, dodaju samo u uzorke krvi. Ostali uzorci izuzimaju se u

spremnike bez aditiva.

Svi uzorci, osim uzorka kose i noktiju, do analize se pohranjuju u hladnjak na 4°C, a ukoliko se
analiza neée napraviti unutar 3-4 dana od izuzimanja, potrebno ih je spremiti na —20°C. [27,9]
Moguce promjene u koncentraciji uzoraka koje mogu nastati tijekom dugotrajne pohrane nisu u

korelaciji s vrstom spremnika, bili oni stakleni ili plasti¢ni. [28]
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Jedan od vaznijih koraka je i hermeticko zatvaranje posude u kojoj je smjeSten uzorak, pogotovo
kod analiza hlapljivih tvari u kvantitativnoj analiti¢koj proceduri. Stoga je potrebno spremnike sa
uzorcima $to manje otvarati i s analizom zapoceti $to je prije moguce. Ukoliko se analizira
plazma ili serum, te se analiza napravi unutar 2-3 dana od izuzimanja uzoraka, puna krv se ne
treba smrzavati. Isto tako, jednom kad su odvojeni, uzorci plazme ili seruma nakon analize se ne

zdruzuju, kako bi se onemogucio gubitak hlapljivih komponenti. [22,9]

1.2.3. Pohrana bioloskih uzoraka

U klini¢koj 1 poslijesmrtnoj toksikologiji podjednako su potrebni pouzdani kvalitativni i
kvantitativni rezultati, u protivnom rezultati analize mogu dovesti do podcjenjivanja i
precjenjivanja ucinaka ili do neto¢nih interpretacija. [29] U ,,Narodnim novinama‘“ broj 86/14
donesen je Pravilnik kojim se odreduje nacin i postupak vadenja uzoraka krvi i mokraée za
analizu utvrdivanja koncentracije alkohola, prisutnosti opojnih droga te psihoaktivnih tvari kod
osoba za koje postoje osnovane sumnje da su pocinile kazneno djelo, te vozaca 1 drugih sudionika
u prometu, kao i uvjeti koje zdravstvene i druge ustanove moraju ispunjavati da bi mogle
obavljati analize tih uzoraka. Clankom 12 istog Pravilnika predviden je rok &uvanja uzoraka.

[30,9] U tablici 3 prikazani su op¢i zahtjevi temperature za pohranu bioloskih uzoraka.
Clanak 12.

Uzeti uzorci pohranijuju se u hladnjaku na temperaturi od +4 °C i cuvaju Sest mjeseci od izvrsene

analize.
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Tablica 3. Op¢i zahtjevi pohrane uzoraka. [33]

TEMPERATURA (°C) METODA POHRANE PREPORUCENO ZA:
od +18 do +20 sobna temperatura dijelove tkiva
od 0do +4 hladnjak svjeze uzorke
od -0.5 do -27 zamrzivac kratkotrajnu stabilnost DNA
od -27 do -40 zamrzivac stabilnost DNA
od -40 do -80 zamrzivac DNA/RNA stabilnost
il <600 s N mokracu, krv i krvne frakcije
(plazma,serum,itd.)
od -130 do -150 faza pare tekuceg duSika pohranu tkiva, ocuvanje funkcije stanica
- 196 tekuca faza tekuceg dusika pohranu zivih stanica

1.2.4. Stabilnost bioloSkih uzoraka

Nakon izuzimanja bioloskih uzorka, enzimi mogu nastaviti svoje aktivno djelovanje 1 tako
degradirati ili transformirati lijek in vitro. Taj se proces moze odvijati nakon smrti u samom
tijelu, ili nakon uzimanja poslijesmrtnih i klinickih uzoraka: tijekom transporta, skladistenja i

pohrane.

Poslijesmrtni uzorci, vise nego drugi uzorci, pokazuju promjenu stanja uglavnom zbog vremena
proteklog od smrti do obdukcije ili zbog neadekvatne pohrane uzoraka prije analize. Nakon smrti
u bioloskim tkivima moze do¢i do dekompozicije (raspadanja) ili eventualno likvefakcije, Sto
moze prouzrociti velike probleme kod interpretacije dobivenih rezultata. [31] Ovi ¢imbenici,
naravno, uvelike ovise o vremenu koje je proslo od smrti do obdukcije i analiticke pripreme

uzoraka za analizu, temperaturi i ostalim uvjetima okolisa.
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Prilikom analize alkohola, u izuzetim uzorcima moze do¢i do raznih promjena ukoliko nisu
dodani antikoagulansi. Antikoagulans, u pravilu NaF, u spremniku za uzorke zauzima 1-5 %
ukupnog volumena. Samo ukoliko je izuzet manji volumen krvi visak natrijevog fluorida moze
utjecati na ispitivanje hlapljivih tvari mijenjanjem tlaka pare analita. Dodatkom natrijevog
fluorida inhibira se djelovanje mikroorganizama koji pretvaraju glukozu u etanol, odnosno
sprjeCava se oksidacija etanola potaknuta djelovanjem mikroorganizama. Takoder sprjecava se

konverzija i drugih sredstava ovisnosti u bioloSkim uzorcima nakon smrti i pohrane uzoraka. [9]

Koristenje antikoagulansa moze imati i suprotne ucinke. Ocuvanje uzoraka uz pomo¢ natrijevog
fluorida nije dozvoljeno ukoliko su uzroci pozitivni na organofosfate jer moze vrlo brzo do¢i do

raspadanja tih spojeva [32].

Alternativni nacin, jo§ uvijek nedovoljno ispitan, je pohrana poslijesmrtnih bioloskih tekucina za
kvalitativnu analizu upotrebom filtar papira. [36] OsuSene mrlje krvi predstavljaju vrijedan i
relativno jeftin nacin ispitivanja u klinickoj toksikologiji, s tim da se ova tehnika u sudskoj
toksikologiji jo§ uvijek koristi samo uvjetno za ispitivanje prisustva toksi¢nih tvari. [33]
Analizom mrlja krvi na filtar papiru dokazana je velika sljedivost za ocuvanje ishodiSnih

toksi¢nih tvari i odgovarajucih produkata hidrolize dokazanih u vrijeme uzorkovanja. [9]

1.2.5. Analiza biolos$kih uzoraka

Prethodno pripremljeni uzorci ispituju se nekom od prikladnih analitickih metoda. Izbor
analiticke metode ovisi o dostupnim informacijama (opce probiranje ili ciljana analiza), vrsti
uzoraka, oCekivanim koncentracijama te potrebi za kvalitativnom 1ili kvantitativnom analizom.

Moderna forenzi¢na analiza sasvim je nezamisliva bez instrumentalnih analitickih metoda. [5]

1.3. Instrumentalna analiza biolo$kih uzoraka plinskom kromatografijom
Pod plinskom kromatografijom (engl. Gas chromatography, GC) podrazumijevaju se sve
kromatografske metode u kojima je pokretna faza plin. Metodom plinske kromatografije mogu se

ispitivati spojevi koje je moguée dovesti u plinovito stanje pri temperaturi od 400°C, a da se pri
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tome ne raspadnu. Neke od primjena u forenzi¢noj toksikologiji su odredivanje koncentracije

alkohola, acetona, anestetika, odredivanja ugljicnog monoksida i slicno.

Plinski kromatograf (GC)
injektor

regulator l/ i \ A
pretoka ]

kromatogram
@ detektor

Slika 6. Shema plinskog kromatografa. [34]

oadpad

mobilna faza
(plin)

Osnovni dijelovi plinskog kromatografa su plin nosioc, regulator protoka, injektor, peénica,
kolona, detektor i pisa¢, shematski prikazani na slici 6. Princip rada plinskog kromatografa
podrazumijeva injektiranje uparenog uzorka na pocetak kolone te noSen plinom nosiocem prolazi
kroz kolonu. Zbog razli¢itih fizikalno-kemijskih svojstava pojedinih sastojaka uzorka oni se
razdvajaju i u razli¢itom vremenu dolaze do detektora. Plin nosilac mora biti kemijski inertan, a

izbor ovisi o vrsti detektora. Najcesce se upotrebljavaju helij, dusik, argon ili uglji¢ni dioksid. [5]

1.3.1. Plinski kromatograf s plameno ionizacijskim detektorom, GC-FID

Plameno-ionizacijski detektor (engl. Flame Ionization Detector, FID) jedan je od najcesce
koristenih detektora u forenzickim laboratorijima. Namijenjen je prvenstveno za detekciju
organskih spojeva i u tom podrucju pokazuje bolju osjetljivost od TCD -a. Specifi¢na je metoda
bez mogucénosti interferencije drugim organskim lakohlapljivim tvarima koje bi mogle utjecati na
odredivanje koncentracije apsolutnog alkohola u krvi, mokra¢i te tkivu miSica (koje se analizira

ukoliko nema raspolozivih tjelesnih tekucina). Na slici 7 shematski je prikazan rad FID detektora.

16



-Iﬂ:]—- Gas oullet S: — 3

Collector -200V

D CHO” CHO*

Ignitor Signal e [ HO

1

Alf ——
D Hydrogen

— ]

l
A
Gas inlet
from

column

Slika 7. Shematski prikaz FID detektora.[35] Slika 8. Prikaz putanje iona u FID detektoru.[36]

Glavni princip rada FID detektora je detekcija iona stvorenih tijekom izgaranja organskih spojeva
u plamenu vodika i zraka. Organske komponente kad sagorijevaju na temperaturi vodikovog
plamena daju ione i elektrone koji provode elektricitet. Nastali ioni i elektroni putuju prema
sabirnoj (kolektorskoj) elektrodi dajuci struju koja se registrira kao kromatografski pik. Biljezi
broj C atoma u jedinici vremena, pa je njegov odziv proporcionalan masi detektiranog sastojka
(engl. mass sensitive). Na slici 8 prikazana je putanja iona gdje se pozitivni ioni privlace
negativno nabijenom kolektoru, dok su elektroni privuceni protoku plina. FID je relativho

osjetljiv detektor s granicom detekcije od 1 ppm za vecinu spojeva. [37]

Prednosti plameno-ionizacijskog detektora su niska cijena, jednostavno odrzavanje, otpornost
konstrukcije, linearnost 1 opseg detekcije (moze izmjeriti organske spojeve vrlo niske ili visoke
koncentracije proizvodeci linearan odaziv opsega od 10”. Kao mana ovog detektora istiCe se

nemogucnost detekcije anorganskih i visoko oksigeniranih spojeva. [38]

1.3.2. Plinska kromatografija — <<Headspace>> tehnika

Plinska kromatografija s ,headspeace” tehnikom se rutinski primjenjuje u analizi
alkohola, ali jednako tako i u analizi drugih lakohlapljivih organskih spojeva u bioloskim i

nebioloskim uzorcima. Vecina lako hlapljivih tvari ne moze se detektirati uobicajenim metodama
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pripreme uzoraka, poput ekstrakcije. Za izbor ,headspace” tehnike posebna se paznja treba
posvetiti fizikalno-kemijskim parametrima uzorka prije pripreme (pH vrijednosti uzorka,
temperaturi inkubacije i sli¢no), temperaturi plinskog kromatografa i koloni za optimiziranje

iskoriStenja ekstrakcijske metode i sposobnosti odvajanja komponenti. [9]

—

Plinuvita faza

lekuwdéa faza
- uznrak

| S Slika 9. Staklena bocica s uzorkom za ,,headspace® analizu. [39]
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2. CILJEVI
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Ciljevi ovog rada bili su:

1. Ispitati kratkotrajnu stabilnost etanola u poslijesmrtnim uzorcima krvi, pohranjenim na -20 °C,

koristenjem GC/FID metode u vremenskom razdoblju od 6 mjeseci.

2. Usporediti dobivene rezultate u pohranjenim poslijesmrtnim uzorcima krvi sa i bez dodanog

antikoagulansa.

3. Usporediti dobivene rezultate i procijeniti stabilnost poslijesmrtnih uzoraka krvi pohranjenih u

spremnicima razli¢itih volumena.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Kemikalije

U ovom istrazivanju koriStene su sljede¢e kemikalije:

1) Tercijarni butanol, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
2) Etanol, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka

3) Voda, redestilirana, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb

3.2. Priprema standardne otopine etanola

Umjerna krivulja etanola dobivena je razrjedivanjem pocetne standardne otopine etanola

koncentracije 10 g/kg (y1=10 g/kg). Razrjedivanjem pocetne otopine S vodom pripremljene su

vrijednosti masenih koncentracija: y,=2,5 g/kg, ys=2 g/kg, 74=1,5 g/kg, ys=1 g/kg i y6=0,5 g/kg

(prikazano u tablici 4).

Tablica 4. Priprema standardnih otopina etanola za umjernu krivulju.

Redni br. Konc W e Vvode Koncentracija
(mL) (mL) etanola (g/kQg)
1 0,5 4,5 0,5
2 1 4 1
3 1,5 3,5 15
4 2 3 2
5 2,5 2,5 2,5

3.3. Instrumenti

U istrazivanju su koristeni sljede¢i instrumenti:

- Plinski kromatograf s plameno-ionizacijskim spektometrom; Shimadzu GC-2010

- Vorteks; IKA
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3.3.1. Plinski kromatograf s plameno ionizacijskim detektorom, GC/FID

Koncentracija etanola u poslijesmrtnim uzorcima krvi (engl. Blood alcohol concentration,
BAC) izuzetim za vrijeme obdukcije odredivala se ,,headspace® tehnikom plinskog kromatografa
s plameno-ionizacijskim detektorom i autoinjektorom. Koristena kolona plinskog kromatografa je
Restek, RTX-BACI1, duzine 30 m, promjera 0,53 mm i debljine filma nepokretne faze 3 pum.
Ukupan rad instrumenta i obrada podataka kontrolirani su GCSolution software ra¢unalnim

programom.

Plinski kromatograf:
- Shimadzu GC-2010
- regulator protoka: 0-970 kPa

- maksimalna temperatura pecnice: 450 °c

Plameno-ionizacijski detektor:
Shimadzu AOC-5000
- maksimalna temperatura: 450 °C

- elektronicki reguliran protok (engl. Advanced Pressure Control- APC)

Slika 10. Plinski kromatograf s plameno—ionizacijskim detektorom; Shimadzu GC-2010. [40]
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3.3.1.1. Radni uvjeti GC-FID metode

Koncentracija alkohola u bioloSkim uzorcima Krvi kvantitativno je odredena koristeci
plinski kromatograf s plameno—ioniziraju¢im detektorom (GC-FID) s kromatografskom
kolonom- RTX- BAC1 (30 mx0.53 mm ID, 250 nm).

Optimalni radni uvijeti:

- termostatiranje uzorka: 12 minuta, 75 °C, 500 rpm
- temperatura kolone: 60 °C

- temperatura injektora: 200 °C

- temperatura detektora: 200 °C

- protok plina nosioca: 11,70 mL/min

- trajanje temperaturnog programa: 3 minute

3.4. Priprema uzoraka za kromatografsku analizu GC/FID

Pri izuzimanju uzoraka poslijesmrtnih uzoraka krvi u spremnike za analizu dodano je 2%
antikoagulansa- NaF, ali samo u pola cjelokupnog volumena krvi, dok je druga polovina
pohranjena bez antikoagulansa radi usporedne analize. Tako podijeljeni uzorci alikvotirani su u
spremnike manjeg (A1 i BA1) i veceg volumena (A2 i BA2), te pohranjeni na -20 °C do sljedeée

analize.

Poslijesmrtni uzorci krvi za kvantitativno odredivanje koncentracije alkohola pripremljeni su
dodatkom 1 mL tercijarnog butanola, internog standarda, i 300 pL uzorka poslijesmrtne krvi u

staklenu bocicu s magnetiziranim ¢epom.

3.5. Bioloski poslijesmrtni uzorci krvi

Za analizu poslijesmrtnih uzoraka krvi koriSteni su uzorci izuzeti za vrijeme obdukcije
namijenjeni standardnoj toksikoloskoj analizi, koja ukljucuje odredivanje prisustva lijekova i/ili
sredstava ovisnosti te lakohlapljivih organskih otapala. Svi uzorci za analizu stabilnosti etanola

pohranjeni su u sterilne i kemijski Ciste spremnike. Provedena je kontrolna analiza kojom se

24



ispitalo prisustvo alkohola u izuzetim uzorcima, jer bi u slucaju pozitivnih rezultata uzorci bili

iskljuceni iz studije.

Ukupni volumen uzoraka poslijesmrtne krvi (Vo =100 mL), negativan na prisustvo
etanola, podijeljen je u dva spremnika jednakog volumena (V1 =50 mL i VV, =50 mL) od kojih je u
V, dodano 2% antikoagulansa- NaF, dok je Vi pohranjen bez antikoagulansa radi usporedbe u
promjeni stabilnosti koncentracije etanola uzoraka s i bez dodatka antikogaulansa. Nadalje, iz oba
su spremnika radi usporedne analize stabilnosti etanola u razli¢itim volumenima pripremljeni

sljedeci uzorci:

e epruvete manjeg volumena (1 mL), razli¢itih vrijednosti etanola: 0.5, 1, 1.5 2.5 g/kg =

Al (s antikoagulansom) i BA1 (bez antikoagulansa), (Slika 11).

Slika 11. Uzorci krvi razli¢itih koncentracija etanola u epruvetama volumena 1 mL (Al i BAL).

e epruvete veceg volumena (15 mL), vrijednosti etanola 1 g/kg, ispunjene do vrha > A2 (s
antikoagulansom) i BA2 (bez antikoagulansa), (Slika 12).

Slika 12. Uzorci krvi koncentracije etanola 1g/kg u epruvetama volumena 15 mL (A2 i BA2).
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Nakon analize standardnih otopina etanola i izrade umjerne krivulje, analizirani su pripremljeni
bioloski uzorci poslijesmrtne krvi, te pohranjeni u hladnjak na -20 °C do svake sljedeée analize.
Stabilnost alkohola navedenih uzoraka krvi ispitivana je ponovljenom analizom istih uzoraka
nakon pohrane tijekom Sest mjeseci (30 tjedana), Koriste¢i se GC/FID tehnikom u kemijsko-

toksikoloSkom laboratoriju KBC-a Split.

Analize su se vremenski odvijale sljede¢im redom: 0.dan, 1.tjedan, 2.tjedan, 4. tjedan,
7.tjedan, 11.tjedan, 15. tjedan, 21. tjedan i 30. tjedan. Ukupno je provedeno devet analiza
(ukljucujuéi prvu kojom je ispitivana pocetna vrijednost masenih koncentracija etanola). Uzorci
su analizirani u duplikatu, te je naposljetku, kao rezultat prikazana srednja vrijednost njihovih
masenih koncentracija. Na slici 13 pojednostavljen je prikaz postupaka pripreme i analize nasih

uzoraka.
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UZORCI v
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Slika 13. Shematski prikaz cjelokupnog ispitivanja provedenog na bioloSkim uzorcima
poslijesmrtnih uzoraka krvi.
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1. Odredivanje i usporedba kratkotrajne stabilnosti etanolau
' epruvetama manjeg volumena s dodamm antikoagulansom (Al)

-MaF

2. Odredivanje 1 usporadba kratkotrajne stabilnosti etanolan
epruvetama manjeg volumena bez antikoagulanza (BAl)

3. Usporedba kratkotrajne stabilnosti jednake vrijednosti etanola, u
epruvetama veceg volumena s i bez dodanog antikoagulansa
¥ (A2 iBAZ)

4. Usporedba dobiventh rezultata v uzorcima poslijesmrine krvi,
= ' jednake vrijednosti etanola, pohranjenim v razlicitim velumenima.
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Slika 14. Shematski prikaz tijeka ispitivanja stabilnosti poslijesmrtnih uzoraka krvi s i bez

antikoagulansa prije i nakon pohrane uzoraka na vremensko razdoblje od Sest mjeseci.
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4. REZULTATI

29



4.1. Umjerna krivulja etanola
Pripremljena je umjerna krivulja etanola dobivena analizom standardne otopine etanola,
koriste¢i GC/FID tehniku koja omoguéuje kvantitativnu analizu etanola u poslijesmrtnim

uzorcima krvi. Na slici 15. su prikazane sljede¢e masene koncentracije etanola: 0.5, 1, 1.5,21i2.5

g/kg.

Conc. Ratio(x100)

0.0253
0.022]
0.020
0.018
0.015]
0.0137
0.0103
0.007-]
0.005 )

0.0034

o.ocoo%ro——rypv ————yrror——
0.0 1.0 2.0 Area Ratio

Slika 15. Grafi¢ki prikaz umjerne krivulje etanola — koncentracije: 0.5, 1, 1.5, 2 i 2.5 g/kg.

4.2. Odredivanje i usporedba kratkotrajne stabilnosti etanola u epruvetama manjeg
volumena s dodanim antikoagulansom (A1)

Koriste¢i se GC/FID tehnikom ispitivana je stabilnost etanola ponovljenom analizom
bioloskih poslijesmrtnih uzoraka krvi, razli¢itih masenih koncentracija etanola (0.5, 1, 1.51 2.5
g/kg) pohranjenih na -20 °C, s dodanim antikoagulansom (A1), u epruvetama volumena 1 mL
tijekom Sest mjeseci (30 tjedana) (Slika 16). Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 5. Uzorci su
ispitani u duplikatu, a dobiveni rezultati prikazani su kao njihova srednja vrijednost. Sve ionske
kromatograme karakterizira os X, kojom je prikazano vrijeme zadrZavanja uzorka u koloni
(retencijsko vrijeme, RT), te os y, kojom je prikazan intenzitet tvari proporcionalan njenoj

koncentraciji. Na kromatogramima se mogu uociti dva signala s karakteristi¢énim retencijskim
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vremenima; prvi predstavlja etanol (Rt etanola= 1.35), a drugi interni standard - tercijarni butanol
(Rt butanola= 1.75).

Tablica 5. Kvantitativni prikaz rezultata izmjerenih vrijednosti etanola s dodanim
antikoagulansom, volumena 1 mL (A1), u uzorcima poslijesmrtne krvi tijekom trideset tjedana

(Sest mjeseci).

Al
Dodana Dodana Dodana Dodana
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
0.5 g/kg 1 g/kg 1.5 g/kg 2.5 g/kg
VrijerTTe po-hrane Izmjerena vrijednost- BAC(g/kg) u uzorcima x
(tjedni)

0.dan 0.239 1.010 1441 2.251
1.tjedan 0.237 0.935 3.884 2.702
2.tjedan 1.740 1.131 1.644 4.738
4.tjedan 0.318 1.267 0.490 0.501
7.tjedan 0 0.626 0.726 2.908
11.tjedan 0.183 0.995 1.210 3.267
15.tjedan 0.374 0.065 0.432 0.936
21.tjedan 0 0.664 0.441 1.352
30.tjedan 0.070 0.210 0.598 2.049
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Na slici 16, prikazana je usporedba ionskih kromatograma dobivenih GC/FID analizom

stabilnosti koncentracije etanola 1 g/kg u bioloskim uzorcima poslijesmrtne krvi (s dodanim

antikoagulansom), proucavanih u vremenskom razdoblju od Sest mjeseci.

U 1000, 000}
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2
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Slika 16. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem kratkotrajne stabilnosti osam uzoraka

poslijesmrtne krvi, volumena 1 mL i masene koncentracije etanola 1 g/kg s dodanim
antikoagulansom (Al), analiziranih GC/FID tehnikom (Rt etanola= 1.35, Rt butanola=1.75)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristi¢cnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 0. dan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 1. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 4. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 7. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 11. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 15. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima

etanola i butanola- izmjereno 21. tjedan
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8) Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristi¢nim signalima

etanola i butanola- izmjereno 30. tjedan

4.3. Odredivanje i usporedba Kkratkotrajne stabilnosti etanola u epruvetama manjeg

volumena bez antikoagulansa (BA1)

Uzorci bez dodanog antikoagulansa koncentracija etanola (0.5, 1, 1.5 i 2.5 g/kg)
pohranjeni u malim epruvetama volumena 1 mL tijekom Sest mjeseci (30 tjedana) analiziranih
GC/FID tehnikom, pripremljeni su i analizirani na isti na¢in kao i uzorci pohranjeni s

antikoagulansom (Tablica 6, Slika 17).
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Tablica 6. Kvantitativni

(Sest mjeseci).

prikaz rezultata izmjerenih vrijednosti

BAl
Dodana Dodana Dodana Dodana
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
0.5 g/kg 1 g/kg 1.5 g/kg 2.5 g/kg

Vrijeme pohrane

Izmjerena vrijednost- BAC(g/kg) u uzorcima X

(tjedni)

0.dan 0.560 1.005 1.537 2,508
1.tjedan 0.261 1.076 1.497 3,907
2.tjedan 0.664 1.957 3.894 4.028
4.tjedan 0.301 1.743 1,743 2.473
7.tjedan 0.145 0.082 0.066 0.161
11.tjedan 0.108 0.036 0.630 1.207
15.tjedan 0,155 0.053 0.393 1.770
21.tjedan 0.480 0.222 0.116 0.786
30.tjedan 0.169 0.191 0.786 4.162

etanola bez dodanog

antikoagulansa, volumena 1 mL (BAL), u uzorcima poslijesmrtne krvi tijekom trideset tjedana

Na slici 17, prikazana je usporedba ionskih kromatograma dobivenih GC/FID analizom

stabilnosti koncentracije etanola 1 g/kg u bioloskim uzorcima poslijesmrtne krvi (bez dodanog

antikoagulansa), prou¢avanih u vremenskom razdoblju od Sest mjeseci.
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Slika 17. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem kratkotrajne stabilnosti osam uzoraka

poslijesmrtne krvi, volumena 1 mL i masene koncentracije etanola 1 g/kg bez dodanog
antikoagulansa (BA1), analiziranih GC/FID tehnikom (Rt etanola= 1.35, Rt butanola=1.75)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 0. dan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 1. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 4. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristi¢nim signalima
etanola i butanola- izmjereno 7. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 11. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristi¢nim signalima
etanola i butanola- izmjereno 15. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 21. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima

etanola i butanola- izmjereno 30. tjedan
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4.4, Usporedba Kkratkotrajne stabilnosti jednake vrijednosti etanola, u epruvetama veceg

volumena s i bez dodanog antikoagulansa (A2 i BA2)

Radi usporedne analize stabilnosti dodanih vrijednosti etanola ispitivana je i stabilnost
etanola u razli¢itim volumenima uzoraka s i bez dodanog antikoagulansa (A2 i BA2). Uzorci
poslijesmrtne krvi s konaénom masenom koncentracijom etanola 1 g/kg, pohranjeni su na -20 °C

u epruvete volumena 15 mL, ispunjene uzorcima do vrha (Slike 12 i 13).

Na slikama (18 i 19), prikazane su usporedbe ionskih kromatograma dobivenih GC/FID analizom
etanola u bioloskim uzorcima poslijesmrtne krvi u spremnicima volumena 15 mL, prouc¢avanih u

vremenskom razdoblju od Sest mjeseci.
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Slika 18. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem kratkotrajne stabilnosti sedam uzoraka

poslijesmrtne krvi, volumena 15 mL i masene koncentracije etanola 1 g/kg s dodanim
antikoagulansom (A2), analiziranih GC/FID tehnikom (Rt etanola= 1.35, Rt butanola=1.75).

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 2. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 4. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 7. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 11. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 15. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 21. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima

etanola i butanola- izmjereno 30. tjedan
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Slika 19. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem kratkotrajne stabilnosti sedam uzoraka

poslijesmrtne krvi, volumena 15 mL i masene koncentracije etanola 1 g/kg bez dodanog
antikoagulansa (BA2), analiziranih GC/FID tehnikom (Rt etanola= 1.35, Rt butanola=1.75).

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 2. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 4. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristiénim signalima
etanola i butanola- izmjereno 7. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 11. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristi¢nim signalima
etanola i butanola- izmjereno 15. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristicnim signalima
etanola i butanola- izmjereno 21. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi s karakteristi¢nim signalima

etanola i butanola- izmjereno 30. tjedan
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4.5. Usporedba dobivenih rezultata u uzorcima poslijesmrtne krvi, jednake vrijednosti

etanola, pohranjenim u razli¢itim volumenima

Na slikama 20-24, prikazane su usporedbe ionskih kromatograma dobivenih GC/FID
analizom etanola u bioloskim uzorcima poslijesmrtne krvi, pohranjenih u razli¢itim volumenima
te proucavanih u vremenskom razdoblju od Sest mjeseci. Usporedeni su uzorci iste masene
koncentracije etanola (1 g/kg), pohranjeni s i bez dodatka antikoagulansa u spremnike manjeg - 1
mL (AliBA2) i veceg volumena - 15 mL (A2 i BA2).

Na slici 20, usporedeni su dobiveni kromatogrami uzoraka poslijesmrtne krvi s masenom
koncentracijom etanola 1 g/kg, izmjerene 4. tjedan, pohranjeni u spremnicima veéeg (15 mL) i

manjeg (1 mL) volumena.
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Slika 20. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem kratkotrajne stabilnosti cetiri uzorka

poslijesmrtne krvi, masene koncentracije etanola 1 g/kg, analiziranih GC/FID tehnikom (Rt
etanola= 1.35, Rt butanola=1.75).

1)

2)

3)

4)

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 15 mL - BA2) s karakteristiénim signalima etanola i
butanola, izmjereno 4. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 15 mL - A2) s karakteristi¢cnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 4. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 1 mL — Al) s karakteristi¢cnim signalima etanola i butanola,
izmjereno 4. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 1 mL - BAL) s karakteristicnim signalima etanola i

butanola, izmjereno 4. tjedan
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Na slici 21, usporedeni su dobiveni kromatogrami uzoraka poslijesmrtne krvi s masenom

koncentracijom etanola 1 g/kg, izmjerene 15. tjedan, pohranjeni u spremnicima veéeg (15 mL) i

manjeg (1 mL) volumena.
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Slika 21. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem kratkotrajne stabilnosti cetiri uzorka

poslijesmrtne krvi, masene koncentracije etanola 1 g/kg, analiziranih GC/FID tehnikom (Rt
etanola= 1.35, Rt butanola=1.75).

1)

2)

3)

4)

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 15 mL - BA2) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 15. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 15 mL - A2) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 15. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 1 mL - BA1l) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 15. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 1 mL — Al) s karakteristicnim signalima etanola i butanola,

izmjereno 15. tjedan
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Na slici 22, usporedeni su dobiveni kromatogrami uzoraka poslijesmrtne krvi s masenom

koncentracijom etanola 1 g/kg, izmjerene 7. tjedan, pohranjeni u spremnicima veéeg (15 mL) i

manjeg (1 mL) volumena.
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Slika 22. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem kratkotrajne stabilnosti cetiri uzorka

poslijesmrtne krvi, masene koncentracije etanola 1 g/kg, analiziranih GC/FID tehnikom (Rt
etanola= 1.35, Rt butanola=1.75).

1)

2)

3)

4)

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 15 mL - A2) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 7. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 15 mL — BAZ2) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 7. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 1 mL — Al) s karakteristicnim signalima etanola i butanola,
izmjereno 7. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 1 mL - BAl) s karakteristicnim signalima etanola i

butanola, izmjereno 7. tjedan
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Na slici 23, usporedeni su dobiveni kromatogrami uzoraka poslijesmrtne krvi s masenom

koncentracijom etanola 1 g/kg, izmjerene 21. tjedan, pohranjeni u spremnicima veceg (15 mL) i

manjeg (1 mL) volumena.
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Slika 23. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem kratkotrajne stabilnosti cetiri uzorka

poslijesmrtne krvi, masene koncentracije etanola 1 g/kg, analiziranih GC/FID tehnikom (Rt
etanola= 1.35, Rt butanola=1.75).

1)

2)

3)

4)

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 15 mL - BA2) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 21. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 15 mL - A2) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 21. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 1 mL - BA1l) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 21. tjedan

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 1 mL — Al) s karakteristicnim signalima etanola i butanola,

izmjereno 21. tjedan
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Na slici 24, usporedeni su dobiveni kromatogrami uzoraka poslijesmrtne krvi s masenom

koncentracijom etanola 1 g/kg, izmjerene posljednjeg 30. tjedna, pohranjeni u spremnicima

vecéeg (15 mL) i manjeg (1 mL) volumena.
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Slika 24. Usporedba rezultata dobivenih mjerenjem kratkotrajne stabilnosti cCetiri uzorka

poslijesmrtne krvi, masene koncentracije etanola 1 g/kg, analiziranin GC/FID tehnikom (Rt
etanola= 1.35, Rt butanola=1.75).

1)

2)

3)

4)

Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 15 mL - BA2) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 30. tjedan
Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 15 mL - A2) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 30. tjedan
Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog bez dodatka
antikoagulansa u volumenu 1 mL - BA1l) s karakteristicnim signalima etanola i
butanola, izmjereno 30. tjedan
Kromatogram ukupne ionske struje uzorka poslijesmrtne krvi (pohranjenog s dodatkom
antikoagulansa u volumenu 1 mL — Al) s karakteristi¢nim signalima etanola i butanola,
izmjereno 30. tjedan
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5. RASPRAVA
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Uzorci poslijesmrtne krvi, pohranjeni u razli¢itim volumenima spremnika, pokazali su
razlicite rezultate eksperimentalnim mjerenjima. Naime, kao $to je vidljivo iz rezultata (Slike 16 i
17; tablice 5 i 6), veée promjene u stabilnosti koncentracije etanola uofene su u uzorcima
poslijesmrtne krvi pohranjene u malim epruvetama volumena 1 mL, tijekom vremenskog
razdoblja od 6 mjeseci (30 tjedana). Kao izuzetci od navedenih rezultata istiCu se uzorci
analizirani 4. tjedan, u kojem je koncentracija etanola ipak pokazala odredenu stabilnost (Slika
20). Posebno su interesantni rezultati dobiveni analizom uzoraka pohranjenim u spremnicima
manjeg volumena, jer su u suprotnosti s onima dobivenim analizom uzoraka u spremnicima
veceg volumena, ispunjenim do vrha (Slike 18 i 19). Kod takvih je uzoraka doslo do minimalne
promjene vrijednosti etanola, bez obzira jesu li pohranjeni s ili bez antikoagulansa, ¢ime su

pokazali vecu stabilnost.

Cilj ove studije bio je odrediti kratkotrajnu stabilnost etanola, koja podrazumijeva
vremensko razdoblje od 6 mjeseci, u poslijesmrtnim uzorcima krvi. Odredivanje koncentracije
etanola u bioloskim uzorcima jedna je od glavnih zadac¢a toksikoloSkih analiza. Prema zakonskoj
regulativi uzorci trebaju biti pohranjeni barem 6 mjeseci od prve analize [38] kako bi se ocuvala
pocetna vrijednost i odrzala stabilnost, te radi potrebe ponavljanja analiza zatrazenih od suda,

utvrdivanja vjerodostojnosti inicijalnih rezultata ili zbog novih saznanja u istrazi. [41, 8].

Usporedbom rezultata uzoraka jednake masene koncentracije etanola (1 g/kg),
pohranjenih u spremnicima razli¢itih volumena (1 mL i 15 mL), ispitivanih 4., 7., 15., 21. i 30.

tjedan, uocena je veca stabilnost i sljedivost kod uzoraka pohranjenih u spremnicima veceg

volumena (Slike 20-24).

Moguce je promjene vrijednosti etanola objasniti utjecajem postotka zraka u spremniku
(engl. chamber air, CA% ) na pohranjene uzorke. [21] Kod uzoraka pohranjenih u spremnicima
veceg volumena doslo je do manje degradacije etanola, buduéi da je spremnik bio ispunjen do
vrha, te je stoga utjecaj ventilacije (CA%) sveden na minimum. Stojiljkovic i suradnici [21] su u
svome radu dosli do zakljucka kako s porastom postotka zraka u spremniku uzorka (CA%) raste i
gubitak koncentracije etanola s vremenom, te su ga prepisali mehanizmu gubitka alkohola zbog
ventilacije izmedu tekuce i plinovite faze, Sto je takoder mogao biti jedan od faktora koji je

utjecao na promjene u koncentraciji etanola nasih uzoraka. No, osim ventilacije pretpostavili su
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postojanje 1 drugih mehanizama gubitka alkohola kao Sto je neenzimska reakcija oksidacije

oksihemoglobinom iz eritrocita, koji je proces neovisan o CA%.

Takoder, ljudski ¢imbenici, odnosno neprikladno rukovanje uzorcima i priprema uzoraka za
analizu, mogu uzrokovati nepravilnu raspodjelu etanola u uzorcima poslijesmrtne krvi sto dovodi
do nepouzdanih rezultata. Dosadasnja istrazivanja uglavnom upucuju na utjecaj pred-analiti¢kih
¢imbenika kao uzrok pogresaka, Sto je pojam koji definira sve ono §to dolazi prije faze analize
uzoraka. Han i suradnici, u svom su istrazivanju zakljucili da, bez obzira koje se promjene
odvijaju na molekularnoj razini, mijeSanje uzoraka moze ubrzati te promjene i omoguciti njihov
zavrSetak prije poCetka same analize, stvaraju¢i homogenu molekularnu strukturu te dajuci
postojanije i pouzdanije rezultate. [42] Dakle, upravo proces mijesanja moze otkloniti problem

promjena u stabilnosti bioloskih uzoraka tijekom pohrane.

Jedan od ciljeva ove studije bio je usporediti dobivene rezultate u pohranjenim
poslijesmrtnim uzorcima krvi s i bez dodanog antikoagulansa. Ipak, iz prikazanih rezultata
uoceno je da ne postoji razlika u kratkotrajnoj stabilnosti etanola tijekom svih 6 mjeseci pohrane
uzoraka poslijesmrtne krvi u koje je dodan antikoagulans (2% NaF), u odnosu na one bez
dodanog antikoagulansa (Tablica 5 i 6), neovisno o volumenu spremnika uzoraka (Slike 16-19).
Stoljkovi¢ 1 suradnici u svojim su rezultatima pokazali kako konzervansi (NaF), dodani u
bioloske uzorke krvi, nisu nuzno kljucan ¢imbenik za poboljsanje stabilnosti. [21] Sudeci prema
nasim rezultatima (Slike 22 i 23) dobivenim iz uzoraka pohranjenih u manjim spremnicima, u
kojima je nacelno koncentracija etanola bila nestabilna, ipak su uzorci iz spremnika s dodanim
antikoagulansom dali bolje rezultate. Kod uzoraka pohranjenih u spremnicima ve¢eg volumena,

potvrdena je kratkotrajna stabilnost etanola, te utjecaj antikoagulansa na rezultate, nije uocen.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Uzorci pohranjeni u spremnicima ve¢eg volumena (15 mL) dali su bolju sljedivost rezultata te

se pokazali stabilnijima u odnosu na one pohranjene u spremnicima manjeg volumena (1 mL).

2. Utjecaj antikoagulansa potvrden je analizom uzoraka pohranjenih u spremnicima manjeg

volumena, dok kod uzoraka pohranjenih u spremnicima veceg volumena nije uocen.

3. Kako bi se izbjegao utjecaj ventilacije na stabilnost uzoraka te smanjio utjecaj postotka zraka
(engl. chamber air, CA% ), preporuceno je koristiti do vrha ispunjene epruvete veceg volumena

(15 mL), napravljene od stakla ili plastike.
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NASLOV RADA:

Odredivanje kratkotrajne stabilnosti koncentracije etanola u uzorcima krvi

CILJEVI ISTRAZIVANJA:

Ispitati kratkotrajnu stabilnost etanola u poslijesmrtnim uzorcima krvi, pohranjenim na -20 °C,
koriStenjem GC/FID metode u vremenskom razdoblju od 6 mjeseci, usporediti dobivene
rezultate u pohranjenim poslijesmrtnim uzorcima krvi sa i bez dodanog antikoagulansa te
usporediti dobivene rezultate i procijeniti stabilnost poslijesmrtnih uzoraka krvi pohranjenih u

spremnicima razli¢itih volumena.

USTROJ ISTRAZIVANJA:

eksperimentalna studija

MJESTO ISTRAZIVANJA:
Kemijsko-toksikoloski laboratorij Klinickog odjela za sudsku medicinu Zavoda za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju, Klinickog bolnickog centra u Splitu.

MATERIJALI | METODE:

Za vrijeme obdukcije izuzeti su poslijesmrtni uzorci krvi, u kojima se kontrolnom analizom
dokazala negativnost na alkohole. U polovinu cjelokupnog volumena krvi (V2) dodano je 2%
antikoagulansa- NaF, dok je druga polovina (V1) pohranjena bez antikoagulansa .Tako
podijeljeni uzorci alikvotirani su u spremnike manjeg (Al 1 BAl) 1 ve¢eg volumena (A2 1
BAZ2), te pohranjeni na -20 0C. Uzorci pohranjeni u manjem volumenu (1 mL) sadrzavali su
razli¢ite vrijednosti etanola: 0.5, 1, 1.5 1 2.5 g/kg, dok su uzorci pohranjeni u do vrha
ispunjene epruvete veceg volumena (15 mL), sadrZavali vrijednost etanola 1 g/kg. Nakon
analize standardnih otopina etanola i izrade umjerne krivulje, pripremljeni su uzorci za
kvantitativno odredivanje koncentracije alkohola dodatkom 1 mL tercijarnog butanola,
internog standarda, i 300 pL uzorka poslijesmrtne krvi u staklenu bocicu s magnetiziranim
¢epom. Stabilnost alkohola navedenih uzoraka krvi ispitivana je ponovljenom analizom istih
uzoraka nakon pohrane tijekom Sest mjeseci (30 tjedana), koriste¢i se GC/FID tehnikom.

Ukupno je provedeno devet analiza.
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REZULTATI:

GC/FID analizom uspje$no je odredena kratkotrajna stabilnost etanola poslijesmrtnih uzoraka
pohranjenih u spremnicima veéeg volumena (15 mL) u kojima je uocena veca stabilnost i
sljedivost, u odnosu na poslijesmrtne uzorke pohranjene u spremnicima manjeg volumena (1
mL). Utvrdeno je da ne postoji razlika u kratkotrajnoj stabilnosti etanola tijekom svih 6
mjeseci pohrane uzoraka poslijesmrtne krvi u koje je dodan antikoagulans (2% NaF), u
odnosu na one bez dodanog antikoagulansa, neovisno o volumenu spremnika uzoraka. Sudeci
prema nasim rezultatima dobivenim iz uzoraka pohranjenih u manjim spremnicima, u kojima
je nacelno koncentracija etanola bila nestabilna, ipak su uzorci iz spremnika s dodanim
antikoagulansom dali bolje rezultate. Kod uzoraka pohranjenih u spremnicima veceg
volumena, potvrdena je kratkotrajna stabilnost etanola, te utjecaj antikoagulansa na rezultate,

nije uocen.

ZAKLJUCAK:

Kvantitativnom analizom bioloSkih uzoraka poslijesmrtne krvi, koriste¢ci GC/FID tehniku,
uspjesno je odredena kratkotrajna stabilnost etanola. Uzorci pohranjeni u spremnicima veceg
volumena (15 mL) dali su bolju sljedivost rezultata te se pokazali stabilnijima u odnosu na
one pohranjene u spremnicima manjeg volumena (1 mL). Utjecaj antikoagulansa potvrden je
analizom uzoraka pohranjenih u spremnicima manjeg volumena, dok kod uzoraka
pohranjenih u spremnicima veceg volumena nije uocen. Kako bi se izbjegao utjecaj
ventilacije na stabilnost uzoraka te smanjio utjecaj postotka zraka (engl. chamber air, CA% ),
preporuceno je koristiti do vrha ispunjene epruvete ve¢eg volumena (15 mL), napravljene od

stakla ili plastike.
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9. SUMMARY
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DIPLOMA THESIS TITLE:

Determination of short-term stability of ethanol in blood samples

OBJECTIVES:

Investigate the short-term stability of ethanol in post-mortem blood samples stored at -20 ° C
using a GC / FID method over a 6-month period, to compare the results obtained with stored
post-mortem blood samples with and without added anticoagulants and to compare the results
obtained and evaluate the stability of post-mortem blood samples stored in containers of

different volumes.

DESIGN:

Experimental study

SETTINGS:
Laboratory of toxicology, Department of pathology, forensic medicine and cytology,

University Hospital of Split.

MATERIALS AND METHODS:
Post-mortem blood samples were excluded during autopsy, and the control analysis proved
them to be negative for alcohol. In the half of the total volume of blood (V2) was added 2% of
anticoagulant NaF, while the other half (V1) was stored without anticoagulant for comparison
of changes in stability of ethanol concentration with and without the addition of
anticoagulants. Divided samples were aliquoted into a smaller (Al- with anticoagulant and
BA1- without anticoagulant) and larger volume (A2- with anticoagulant and BA2- without
anticoagulant), and stored at -20 ° C. Samples stored at a lower volume (1 mL) contained
different ethanol concentrations: 0.5, 1, 1.5 and 2.5 g/kg, while the samples stored in the
larger volume (15 mL), filled up to the top of the tube, were containing 1 g/kg concentration
of ethanol. After analyzing standard ethanol solutions and making calibration curves, samples
were prepared for quantitative determination of alcohol concentration by adding 1 mL tertiary
buthanol, internal standard, and 300 pL of post-mortem blood sample to a glass container
with a magnetized cap. The stability of the alcohol in the blood samples was investigated by
repeated analysis of the same samples after storage for six months (30 weeks), using GC / FID
technique in the KBC Split Laboratory of toxicology. In total, nine analyzes were conducted,
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which took time in the following order: day 0, week 1, week 2, week 4, week 7, week 11,
week 15, week 21 and week 30.

RESULTS:

GC/FID analysis was successfully used to determine the short-term stability of the ethanol in
the post-mortem samples which were stored in larger volumes (15 mL) and showed greater
stability and traceability compared to a post-mortem samples stored in smaller volumes (1
mL). It was found that there was no difference in the short-term stability of ethanol during all
6 months of post-mortem blood samples storage in which the anticoagulants (2% NaF) were
added, compared to those without added anticoagulants, desregardnig of the sample tank
volume. Judging by our results obtained from samples stored in smaller containers, in which
the ethanol concentration was generally unstable, however, the samples from the containers
with the added anticoagulant showed better results. The short-term stability of ethanol was
verified in the samples stored in the larger volumes, and the effect of anticoagulants on the

results was not observed.

CONCLUSION:

Short-term stability of ethanol was successfully determined by quantitative analysis of
biological samples of post-mortem blood, using GC / FID technique. Samples stored in larger
volumes (15 mL) gave better traceability of the results and proved to be more stable compared
to those stored in smaller volumes (1 mL). The effect of anticoagulant was confirmed by the
analysis of samples stored in smaller volumes, while it was not detected in samples stored in
larger volumes. In order to avoid the effect of ventilation on the stability of the samples and to
reduce the effect of the air intake ("chamber air”, CA%), it is recommended to use containers

(filled up to the top) with larger volumes (15 mL), made of glass or plastic.
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