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IZBOR METODE ZA MERENJE SADRZAJA
OKSIMA U BIOLOSKOM MATERIJALU

M. Maxsimovié i V. Vojvopird
Institut za toksikologiju UMA, Beograd
(Primljeno 17. XII 1968)

Opisana su tri postupka modifikacije Creasey-Green metode za odredi-
vanje sadrzaja oksima u bioloSkom materijalu.

Ispitivanja su vr$ena sa pet oksima: TMB-4Cl, LuH6-Cl, MMB-1Cl,
PAM-2Cl i MINA. Kod svih pet oksima kao najbolja se pokazala izmena

Creasey-Green metode u kojoj je 20% natrijumhidroksid zamenjen 250
amonijumhidroksidom. Kod ovog postupka oksimi su stabilniji (tablica 1),
a i osetljivost metode je bolja (tablica 2). Zato se ovaj postupak predlaze
za primenu.

Danas se u svetu upotrebljava nckoliko metoda za merenje sadrzaja
oksima u bioloSkom materijalu. Naje$ée se koristi metoda koju su dali
Creasey i Green (1), a izvestan broj autora upotrebljava i modifikovanu
metodu diazotacije (2, 3, 4). Osim toga Loomis (5) je opisao i metodu ko-
jom se koncentracija PAM-2] u biolofkom materijalu odreduje pomocu
markiranog ugljenika (C!4). Svakoj od ovih metoda mogu se staviti izve-
sne zamerke. Tako, na primer, poslednja (sa markiranim ugljenikom)
zahteva posebnu opremu i kadrove. Kolorimetrijska metoda diazotacije
je najmanje osetljiva; osetljivost pofinje tek sa 20 mikrograma oksima.

U na$im ispitivanjima orijentisali smo se na Creasey-Green metodu
iako su i za nju ve¢ iznete neke zamerke 1 izvriene neke modifikacije ove
metode. Tako neki autori smatraju da su koncentracije barijumhidroksida
i cinksulfata koje se upotrebljavaju u metodi nepogodne i predlazu da se
smanje na polovinu (6, 7). Drugi nalaze da se manje stabilni oksimi brzo
raspadaju u toku postupka (8), a to su nam pokazala i nasa iskustva. Ce-
hoslovacki su autori takode pokusali da poboljSaju ovu metodu, pa su
umesto cinksulfata upotrebljavali kadmijumsulfat, a umesto natrijum-
hidroksida amonijumhidroksid (9), ¢ime su postigli veéu stabilnost
oksima.

U nasim ispitivanjima nastojali smo da dobijemo metodu koja e biti
osetljiva, taéna, brza i primenjiva u razli¢itim uslovima. Zato smo ispitali
sve navedene modifikacije Creasey-Green metode, a isprobali i neke naSe
izmene.
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REZULTATI I DISKUSIJA

a) Ocena metode u odnosu na stabilnost oksima. Za nata ispitivanja
upotrebili smo oksime domace proizvodnje (10): TMB-4Cl, MMB-1Cl,
LiH6-Cl, PAM-2C1 i MINA.

Upotrebom kadmijumsulfata u Creasy-Green metodi nismo dobili za-
dovoljavajuéi rezultat za neke oksime (TMB-4 i LiH6), odnosno, ni ve-
like koncentracije oksima nisu davale nikakva o¢itanja na spektrofoto-
metru. Medutim, primetili smo da zamena natrijumhidroksida amonijum-
hidroksidom, u istoj metodi, pobolj$ava stabilnost oksima. Osim toga,
pretpostavljali smo da bi taloZenje belantevina iz bioloskog materijala
u kiseloj sredini (sa trihlorsiréetnom kiselinom) takoder rezultiralo bo-
ljom stabilnosti oksima, jer se ovi raspadaju u alkalnoj sredini.

Iz svih tih razloga ispitali smo osnovnu Creasey-Green metodu i tri
njene modifikacije: zamenu natrijumhidroksida amonijum hidroksidom
(25%0), zamenu natrijumhidroksida natrijumbikarbonatom (10%) 1 talo-
zenje belancevina trihlorsiréetnom kiselinom, pa zatim alkalizaciju smese
amonijumhidroksidom.

Sva su ispitivanja radena tako $to je u celokupnu krv dodavana po-
znata koli¢ina oksima, zatim je materijal obraden jednim od Cetiri opi-
sana postupka i meren na spektrofotometru Unicam sa vodonikovom lam-
pom kao izvorom svetlosti. Posle prvog merenja materijal je u zatvore-
nim kivetama ostavljen na mraénom mestu i ponovo meren u odredenim
vremenskim intervalima, sve do 1140 minuta. Talasne dufine maksimu-
ma apsorpcije za pojedine oksime bile su iste kod svih opisanih postupa-
ka: TMB-4Cl na 345, MMB-1Cl na 375, LuH6-Cl na 855, PAM-2Cl na
336 1 MINA na 276 milimikrona. Rezultati ispitivanja stabilnosti prika-
zani su u tablici 1.

Tablica 1

Stabilnost oksima u zavisnosti od metode u raznim vremenskim intervalima

T Creasey-Green Amonijumhidroks. Trihlorsiré. Natrijumbikarb.
(n]in) PAM-2 MMB-1 LiH6 PAM-2 MMB-1 LiH6 PAM-2 MMBI TMB-4 MMB-1 LiiH6

0 100" 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%s 100% 100%0

10 100% 0 62 100% 98 99 95 94 100 0 100
30 100 — 35 100 81 96 89 85 99 — 99
60 97 — 11 100 66 94 89 78 99 — 99
120 89 — 0 100 —— — — 70 — — 101
180 83 — — 100 — — — — 98 — 97
1140 68 — — 100 18 93 13 51 75 — 72

MMB-1, koji se pokazao kao najnestabilniji ispitivani oksim, potpuno
se raspao ve¢ posle 10 minuta stajanja u toku postupka po Creasey-
Green 1 primenom metode sa natrijumbikarbonatom. LiH6, koji takode
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vazi kao manje stabilan, potpuno se raspao posle 120 minuta pri Greasey-
Green metodi, tako da se ova metoda pokazala kao najslabija u odnosu
na stabilnost oksima. Kod svih ispitivanih oksima pokazalo se da je naj-
bolja metoda u kojoj je natrijumhidroksid zamenjen amonijumhidroksi-
dom, sa izuzetkom MMB-1. Ovaj oksim najstabilniji je kada se meri me-
todom taloZenja belantevina trihlorsiréetnom kiselinom i alkalizacijom
sa amonijumhidroksidom.

b) Ocena metode u odnosu na osetljivost. Da bi ispitali osetljivost opi-
sanih postupaka, merili smo koncentraciju oksima od 1 mikrogram/ml
krvi kod sva Cetiri postupka. Ovde je bilo vaino utvrditi koja ¢e od me-
toda kod svih pet ispitivanih oksima dati najveée ekstinkcije. Rezultati su
prikazani u tablici 2.

Tablica 2.

Osetljivost metoda kod koncentracije ispitivanih oksima od 1 mikrogramalml krvi

7 Ekstinkcija XX 1000 7

i Creasey-Green  Amonijumhidroks.  Trihlorsirc. Natrijumbikarb.
LiH6-Cl 7 84 e g
PAM-2CI 11 20 b i
MMB-1Cl 0 5 b 2
TMB-4Cl 20 80 ot :

MINA 0 45 e g

Sa izuzetkom MMB-1 svi oksimi daju najvece ekstinkcije u metodi sa
amonijumhidroksidom. MMB-1 i ovde daje najbolji rezultat u metodi
sa trihlorsiréetnom kiselinom. To bi ukazivalo da osetljivost metode za-
visi od stabilnosti oksima. Medutim, metoda sa trihlorsiréetnom kiselinom
nije pogodna za ispitivanje sadrzaja oksima u mozgu, jer je redovno po-
sle dodavanja amonijumhidroksida u zavr$nu smesu dolazilo do zamu-
divanja.

Iz prikazanih rezultata nasih ispitivanja proizlazi da je za sve oksime
najbolji sledeéi postupak:

na 2 ml krvi doda se 3,8 ml destilate; odn.

na 0,2 ml mokrace (razblaZene 1 :10) doda se 5,6 ml destilate; odn.

na 8 ml centrifugata mozga ili mi%i¢a (homogenat 1:3) doda se 2,8 ml

destilate;

dalje se kod svih dodaje 1 ml 10%o-tnog rastvora cinksulfata i 1 ml ras-
tvora barijumhidroksida (2 g barijumhidroksida razmute se u 20 ml de-
stilate i suspenzija profiltrira). Cela smea se promucka, zatim doda 0,2
ml 209 rastvora natrijumhlorida, ponovo promucka i centrifugira 15
minuta na 3500 obrtaja. Dobijeni centrifugat profiltrira se kroz malo
vate, odmeri u kvarcnu kivetu ta¢no 3 ml, doda 0,2 ml koncentrovanog
(259/0) amonijumhidroksida i meri na odredenoj talasnoj duZini zavisno
od oksima.
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ZAKLJUCAK

Opisani modifikovani postupak Creasey-Green metode za ispitivanje
sadrzaja oksima u bioloskom materijalu pokazao se kao pogodan za sve
tipove oksima: piridinske (PAM-2ClI), bispiridinske (TMB-4Cl i LiiH6-
Cl) i monoksima (MINA). Modifikacijom je metoda, ne gubeéi na brzini,
dobila na osetljivosti.
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Summary

SELECTION OF THE METHOD FOR DETERMINATION
OF OXIME CONTENT IN BIOLOGICAL MATERIAL

Three modifications of Creasey-Green’s method for determination of oxime content
in biological material are described.

The study comprised 5 oximes: TMB-4Cl, LiH6-Cl, MMB-1Cl, PAM-2Cl and
MINA. For all the five oximes the modification of Creasey-Green’s method in which
20 per cent of sodium hydroxide was substituted for 25 per cent of ammonium hydro-
xide proved best. In this procedure both the stability of oximes (Table 1) and the sensi-
tivity of the method (Table 2) were higher than in the other two modifications. This
modification is therefore recommended for usc.
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