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Navedene su i krititki osvijetljene optitke laboratorijske metode koje
mogu uspje$no posluZiti za detekeiju i kvantitativno odredivanje otrova.
To su mnarolito spektrografske, spektrofotometrijske i luminometrijske
metode analitickog rada.

Emisijska spektrografija mo¥e se preporutiti za dokazivanje otrovnih
elemenata u uzorcima nepoznatog sastava. Za kvantitativnu analizu cle-
menata bolje odgovara atomska apsorpciometrija, narofito uz primjenu
uyarenog grafitnog valjka kao nosata uzorka.

Za kvantitativno odredivanje otrovnih spojeva esto se upotrebljava-
ju apsorpciometrijske metode pomocu suvremenih spektrofotometara kao i
metode fluorescencije i kemiluminiscencije. Izravna primjena spektrofoto-
metrijskih mjerenja ma objektima analize redovito pokazuje suviSe niske
osjetljivosti postupka. Optitkim postupcima koji su povezani s katali-
tiékim kemijskim utjccajima otrova pripada, naprotiv, &esto ekstremno
visoka osjetljivost. Kao primjeri za takve postupke mogu se navesti kvan-
titativne analize organofosfornih insekticida i nervnih otrova pomotu
kemiluminescencije, analize istth otrova kao i karbamatnih insckticida
mjerenjima fluorescencije oksidacijskih produkata indola, te spektrofoto-
metrijske analize karbamatnih i organofosfornih otrova primjenom kata-
lititke oksidacije o-dianizidina i benzidina. Za takve analize izradeni su
specijalni postupci, koji su jednostavni i brzi u izvedbi, a vrlo je vazno
da obuhvaéaju samo jo§ aktivmi, nepromijenjeni dio otrova u uzorku
analize. Zanimljivo je da ditiokarbamatnim insekticidima pripada jaka
mo¢ redukcije, koja takoder moZe posluziti kao temelj analitickih postu-
paka opti¢kim mjerenjima.

Optitki mjerni postupci suvremenim aparatima sve se viSe uspjesno
upotrebljavaju u kemiji za izvedbu kvalitativnih i kvantitativnih ana-
liza elemenata i spojeva. To, dakako, vrijedi i za detekciju 1 odredivanje
otrova u atmosferi, u vodi i ¥ive’nim namirnicama, u sredstvima uziva-
nja, na predmetima svakodnevne upotrebe, na sredstvima rada, u lije-
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kovima i — nolens volens — u biolo¥kom materijalu otrovanih osoba, kao
Sto su mokrada, krv, serum, Zelutani sadrZaj, stolica, punktat i organi
umrlih osoba. Svi ovi navedeni i drugi predmeti predstavljaju objekte
toksikoloskih analiza, a optitkim mjernim metodama u izvedbi takvih
analiza pripada zasebno znatenje zbog toga jer uz moderne aparature
ove metode detekcije imaju visoku osjetljivost, a u primjeni su veoma
Cesto potpuno specifitne i pouzdane i rezultate daju prili¢no brzo.

Od velikog broja opti¢kih mjernih postupaka za detekciju i odrediva-
nje otrova naroito dolaze u obzir razni oblici emisijskih i apsorpciome-
trijskih metoda rada, kao $to su emisijska spektralna analiza, plamena
fotometrija, spektrofotometrija u ultraljubicastom, vidljivom i infra-
crvenom podrudju, fluorimetrija, spektrofluorimetrija, luminometrija i
dr. U svim se slu¢ajevima, dakako, radi o instrumentalnim metodama.
To se, medutim, danas vife ne smatra nedostatkom jer optic¢ki i elektro-
nicki mjerni aparati predstavljaju temeljnu opremu toksikolotkih usta-
nova.

Smatra se da se za sigurnu detekeiju i kvalitativno dokazivanje otrov-
nih elemenata — naro&ito kovina — jo§ uvijek vrlo uspje¥no upotrebljava
klasi¢na fotografska spektralna emisijska analiza (spektrografija). Ta
metoda je, naime, potpuno specifi¢na, dosta je osjetljiva i — $to je va-
Zno — jednom spektrografskom snimkom obulivaéa sve otrovne elemente
koji praktitki uopée dolaze u obzir. Ona je Cesto izvediva i bez narodite
prethodne kemijske obrade uzorka, tj. bioloskog ili drugog materijala.
Ta metoda sluzi za detekciju elemenata, npr.: Gu, Pb, T1, As i sl., u gra-
ni¢nom koncentracijskom rasponu od 102 do 10— %0 u uzorku anali-
ze (1). Granitna koncentracija detekcije zavisi, prije svega, od optitkih
svojstava spektrografa, od njegove disperzije 1 svjetlosne jaline. Za
toksikoloske analize mogu se preporutiti spektrografi s prizmama od
kvarca srednje disperzije i veée svjetlosne jadine. Kao izvor svietla uzi-
ma se kondenzirana elektri¢na iskra s ugljenim elektrodama. Rijetko ¢e
biti potrebno raditi s elektri¢nim lukom jer taj izvor svijetla slu¥i za
traZenje tragova kojima samo rijetko pripada toksikolotko znadenje.

Za izvedbu kvantitativnih toksikolotkih analiza danas ¢emo prihvatiti
spektrografsku emisijsku metodu samo rijetko. Prije svega zbog toga jer
su razradene druge opticke metode za odredivanje elemenata, koje bolje
odgovaraju. To su plamena emisijska fotometrija i atomska apsorpcij-
ska spektrofotometrija. Ovi postupci kvantitativne analize zahtijevaju
vrlo malo vremena za izvedbu, &esto nikakvu il; vrlo jednostavnu kemij-
sku obradu uzorka, a i veoma su visoke osjetljivosti. Plamenom emisij-
skom analizom mogu se npr. odredivati ove granine koncentracije: Cu
0,1, Cr 0,3, Mn 0,02 i Pb 12 ppm (2), a atomskom apsorpciometrijom:
As 1,0, Hg 0,05, Mn 0,01, Zn 0,005, Cu 0,005 i T1 10 ppm (8). Za ove
dvije varijante plamene optitke kvantitativne analize konstruirani su
veoma spretni aparati, koji omoguéuju i brzu izvedbu veéih serija ana-
liza. Najnovija modifikacija atomske apsorpciometrije je rad cjevastom
kivetom od uZarenog grafita.
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U aparaturi za izvedbu analiza po ovoj metodi zamijenjen je plamen
kao nosilac uzorka valjkastom kivetom od grafita, koja se moZe postepe-
no ugrijati elektriénom strujom do 2700°C. Tekuéi ili kruti uzorak za
analizu stavlja se u grafitnu kivetu pri sobnoj temperaturi, pa se tem-
peratura postepeno povisuje. Tako se uzorak najprije osusi, mineralizira
i ishlapi (atomizira) u atmosferi argona ili dusika. Kada je postignuta
atomizacija, izmjeri se apsorpcija za odredenu duzinu vala u plinovitom
uzorku odredene debljine sloja. Kiveta se proéisti strujom inertnog plina,
vodenim hladenjem ohladi se na sobnu temperaturu, pa nakon toga mo-
Ye posluiti za analizu slijedeéeg uzorka. Svaka analiza traje samo neko-
liko minuta i daje, nakon odgovarajuéeg baZdarenja fotometra, pouzda-
ne i toéne rezultate za veoma niske koli¢ine elemenata (4, 5, 6). Apsolutne
kolitine za graniénu detekciju kovina ovom metodom su: As i Hg 1.107®
g, Cu, Pb 1Tl 1.1071° g i Zn 2.1071% g.

Zanimljivo je da ova ukratko prikazana metoda odredivanja eleme-
nata atomskom apsorpciometrijom moze vrlo dobro posluZiti za ispitiva-
nje zagadenosti zraka, vode, namirnica i drugog materijala olovom, od-
nosno olovnim spojevima. Opéenito je poznato da se olovni tetraetil
upotrebljava kao antidetonator pogonskog benzina za eksplozivne mo-
tore. Taj antidetonator povecava tzv. oktanski broj benzina i time po-
bolj$ava rad automobilskih i drugih motora. Medutim, pri izgaranju
benzina u motoru olovo prelazi, pretezno u obliku aerosola olovnog oksi-
da, 'u ispusne plinove motora i tako zagaduje zrak i okolinu mjesta s
velikim automobilskim prometom. Udisanjem olovom zagadenog zraka
diZe se postepeno nivo olova u krvi cksponiranih osoba i moZe lako do-
vesti do kroni¢nog otrovanja. Ta je opasnost narotito velika zbog toga
$to kolitina olova koja se na taj nacin ispuSta u zrak iznosi u veéim gra-
dovima i njihovoj okolini i nekoliko tona godi$nje. Smatra se da za kon-
trolu zagadenosti zraka olovom kao i za odredivanje olova u krvi pu-
¢anstva od svih suvremenih analiti¢kih metoda moZda najbolje odgo-
vara atomska apsorpciometrija uz primjenu uZarenog grafitnog valjka
kao nosioca uzorka.

Treba jo§ spomenuti da se za kvantitativno odredivanje kovinskih
otrova u bioloSkom materijalu veoma &esto primjenjuju spektrofotome-
trijske metode, koje se zasnivaju na mjerenjima ekstinkcije kompleksnih
spojeva (kelata) tih kovina s organskim tvarima, pri odredenoj duzini
vala svjetla. Ove su metode visoko osjetljive. Reakcija olova s ditizonom
daje jo§ pozitivan nalaz za graniénu kolidinu od 0,04 mikrograma Pb, a
grani¢no razrjedenje za izvedbu analize je 1 : 1250000 (7).

Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu otrovnih spojeva cesto se upo-
trebljava molekularna apsorpciometrijska spektrofotometrija, narotito
u ultraljubitastom i vidljivom spektralnom podruéju. Direktna spektro-
fotometrijska odredivanja ekstinkcije, koja je uzrokovana samim kemij-
ski nepromijenjenim otrovima, rijetko dolaze u obzir jer su organski
otrovi slabo obojeni i prema tome apsorbiraju, pretezno, samo ultralju-
bitasto zratenje, a takva apsorpcija je prilitno nespecifi¢na, osobito ako
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se otrov nalazi u biolofkom materijalu. Odgovarajuéom kemijskom obra-
dom uzorka nastoji se apsorpcija otrova pomaknuti batokromno u vidlji-
vo ili barem u dugovalno ultraljubitasto spektralno podrudje, a time se
pored specifi¢nosti apsorpcije i metode analize redovito postizava jo¥ i
veta osjetljivost za detekeiju i odredivanje. Takvo povelavanje osjet-
ljivosti i specifitnosti toksikoloske analize koriftenjem kemijskih pro-
mjena u stehiometrijskim odnosima — stvaranjem kompleksa, oksidaci-
jom i sl. — ima, medutim, svoje odredene granice. Te su granice uvjeto-
vane narotito vrijednostima molarnih ekstinkcijskih koeficijenata onih
tvari u kojih odredivanje ekstinkcije sluzi kao temelj za toksikolotke
analize. Slaboj apsorpciji svjetla u organskim spojevima odgovaraju
vrijednosti molarnih ekstinkcijskih koeficijenata (¢) u granicama od 102
do 10% a najvecoj apsorpciji od 10* do 105. Medutim, nije uvijek lako
obitnim kemijskim utjecajima dobiti spojeve ekstremno visoke apsorpci-
je. Zbog toga se smatra da se kemijskom obradom uzorka, npr. dodava-
njem nekog reagensa u stehiometrijskom odnosu, moZe redovito poveéati
osjetljivost spektrofotometrijskog odredivanja u odnosu 1 : 10, a iznim-
no 1 :100.

Postoje, medutim, i druge metode kemijske obrade uzorka koje — po-
red navedenog efekta poveanja ekstinkcije — djeluju jo§ 1 tako da se
povecava broj molekula tvari koja prilikom spektrofotometrijskih mje-
renja apsorbira svjetlo. To su kataliti‘ke reakcije, koje izaziva objekt
analize, dakle, u konkretnom slutaju otrov. Jedna molekula katalizato-
ra (otrova) moze u dobro postavljenoj reakcijskoj otopini izazvati stva-
ranje i nekoliko stotina molekula produkta reakcije. Ako taj produkt
jos i viSe apsorbira svjetlo nego otrov koji se odreduje, moze se takvom
katalititkom reakcijom povelati osjetljivost spektrofotometrijske analize
1 u omjeru 1 : 1000 i vise.

Kao primjer takvog katalititkog djelovanja otrova u sklopu analiti¢-
kog postupka moze se navesti detekcija i odredivanje estera fosforne ki-
seline (nervnih otrova i insekticida) kao i karbamatnih insekticida oksi-
dacijskom reakcijom benzidina ili o-dianizidina (amino-peroksidna re-
akcija, Schénemannova reakcija). U izvedbi takvih analiza uzorak otro-
va djeluje u reagensu kataliti¢ki na stvaranje obojenih oksidacijskih pro-
dukata navedenih aromatskih aminospojeva, pri ¢emu intenzitet oboje-
nosti, odnosno ekstinkcija za odredenu duZinu vala svjetla sluzi kao
signal za detekciju, odnosno za spektrofotometrijsko odredivanje otrova.
Smatra se da prilikom takvog katalititkog (peroksidativnog) procesa u
luZnatoj otopini u prisustvu vodikova peroksida jedna molekula otrova
stvara najmanje 100 molekula produkta oksidacije (8), pa se time znatno
povisuje osjetljivost detekcije. Ustanovljeno je (9) da se ovom metodom
mogu dokazati grani¢ne koli¢ine nervnih otrova od samo 1 mikrograma,
odnosno 10 mikrograma do 1000 mikrograma organofosfornih insektici-
da (10). Zanimljivo je da postoji stanoviti paralelizam izmedu otrovnosti
estera fosforne kiseline i njihovog katalitickog djelovanja na oksidacij-
ske reakcije. Letalna doza takvih nervnih otrova za odraslog ovjeka je
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nekoliko miligrama, a detekcijom se mogu ustanoviti mikrogramske ko-
li¢ine, Naprotiv, organofosforni insekticidi znatno su manje otrovni, a za
njihovu detekciju potrebne su i znatno vete koncentracije. Amino-pe-
roksidna reakcija mo¥e se dobro primijeniti i za odredivanje organofos-
fornih insekticida u nekim ZiveZnim namirnicama. Znadajno je da ova
reakcija registrira samo intaktni otrov, a ne i produkte njegove razgrad-
nje. Kada prestaje otrovnost, prestaje i katalititko djelovanje tog
objekta.

Oksidacijskom reakcijom benzidina, odnosno o-dianizidina mogu se
veoma uspje$no odredivati pored organofosfornih insekticida jo§ i kar-
bamatni insekticidi (11). Kao primjeri takve analize prikazani su na sli-
kama 1 i 2 badarni pravei analitickih postupaka za odredivanje fosfa-
midona (0,0-dimetil-0-(1-klor-1-N-dietil-karbaminil-1-propen-2-il)-fos-
fat) benzidinskom i fenkaptona (0,0-dietil-S-(2,5-diklorfenil-tiometil)-
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Sl. 1. Batdarni pravac analitickih postupaka za odredivanje fosjumidona

ditiofosfat) o-dianizidinskom oksidacijom. Nacelno jednake rezultate
daju i karbamatni insekticidi, koje Svjetska zdravstvena organizacija
preporuta pod oznakom OMS (Organisation mondiale de la santé). Tako
je npr. za odredivanje insekticida OMS-174 (Banol, 2-kloro-4,5-dimetil-
fenil-N-metilkarbamat) oksidacijskom reakcijom o-dianizidina prona-
den bazdarni pravac, kojem odgovara jednadZzba:
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SL 2. Baidarni pravac analitickil postupaka za odredivanje fenrapionu

E = 0,0494 + 226,6 - c% - 10*

U ovoj jednadzbi E zna&i ekstinkciju reakcijske otopine za du¥inu vala
od 450 nm i reakcijsko vrijeme od 60 min, a ¢ je koncentracija karba-
mata u postocima u reakcijskoj smjesi. Sli¢ne jednadibe, dakako s dru-
gim konstantama, nadene su za veéi broj drugih karbamatnih otrova.
Budu¢i da se karbamatni insekticidi prakti¢ki sve vise upotrebljavaju,
ova metoda njihove analize imat ¢e, sigurno, veée znatenje u buduénosti.

Pri analizi organofosfornih i karbamatnih otrova veoma se uspje$no
primjenjuju kataliticki postupci, koji se temelje na mjerenjima fluores-
cencije, odnosno kemiluminescencije. To su takoder katali¢ki postupci
oksidacije, pri ¢emu oksidacijski produkti imaju sposobnost fluoresci-
ranja, odnosno kemiluminescencije. Pojave luminiscencije mogu se pak
fotoelektri¢nim mjernim aparatima vrlo uspjesno ustanoviti i vremenski
pratiti, a to nam uvelike omoguéuje detekciju i kvantitativnu analizu
otrova (12). Slika 3 prikazuje krivulje vremenskog toka intenziteta flu-
orescencije indolske oksidacije, koja je izazvana razliditim koncentraci-
jama (0,01% i 0,025%) organofostornog insekticida diptereksa. Izmedu
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vrijednosti maksimalnog intenziteta fluorescencije i koncentracije insek-
ticida redovito postoji linearni odnos (Sl. 4 orto-dibrom), a statistitkom
obradom rezultata dobiju se jednadzbe tih pravaca za izraunavanje
koncentracije. Indolskom reakcijom i mjerenjima intenziteta fluorescen-
cije mogu se jo§ dokazati organofosforni insekticidi u granicama koli-
¢ine od 5 do 250 mikrograma, veé¢ prema naravi insekticida (13). Za
nervne otrove su B. Gehauf i J. Goldenson ustanovili graniénu kolidinu
detekcije s indolskom reakcijom od samo 0,05 mikrograma (14).

Oksidacijskom reakcijom indola, i mjerenjima intenziteta fluorescen-
cije reakcijske otopine moguéa je detekcija i odredivanje jo§ i suvre-
menih karbamatnih insekticida. Grani¢na koncentracija za detekciju se-
vina (1-naftil-N-metilkarbamat) (OMS 29) iznosi 10 mikrograma u re-
akcijskoj otopini od 50 ml (15). Slika 5 daje ba?darni pravac za kvan-
titativnu analizu toga insekticida.

log ¢

2
log @m

SL 5. Batdarni pravac za odredivanje insekticida OMS 29
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Ditiokarbamati takoder spadaju u grupu suvremenih insekticida koji
nisu jo$ fizikalno-kemijski dovoljno istrazeni. Zanimljivo je da ovi spo-
jevi, kao S$to je npr. vapam (natrijev metil ditiokarbamat), imaju jaku
reduktivnu moé. Uslijed toga mogu se ovi spojevi oksimetrijski odredi-
vati npr. titracijom s diklorfenol-indofenolom, a fotokemijski nakon re-
dukcije tionina kao i metilenskog modrila. U otopinama krvi ditiokarba-
mati stvaraju methemoglobin (16).

Za detekciju i odredivanje organofosfornih otrova moZe vrlo dobro
posluziti i kemiluminescencija luminola (3-aminoftalhidrazida) kao i lu-
cigenina (N,IN’-dimetildiakridiliumnitrata). Oksidacijom luminola, od-
nosno lucigenina s vodikovim peroksidom u luZnatoj otopini javlja se
kemiluminescencija plave, odnosno zelene boje, a organofosforni otrovi
kataliti¢ki znatno poveéavaju intenzitet luminescencije. Na luminolsku
reakciju djeluju skoro svi organofosforni nervni otrovi i insekticidi, a na
lucigeninsku oksidaciju samo tabun. Luminolskim reagensom mogu se
otkriti jo§ minimalne koli¢ine od 0,5 mikrograma nervnih otrova (17),
dok organofosforni insekticidi pokazuju jasne efekte tek iznad 100 mi-
krograma u reakcijskoj smjesi od 50 ml (18).

Na slici 6 nacrtane su vremenske krivulje kemiluminescencije za raz-
licite koncentracije insekticida rogor (koncentracijski raspon 0,01% do
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SL. 6. Uremenske krivulje kemiluminescencije za razlitite koncentracije insekticida rogor
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Sl. 7. Bazdarni pravac za odredivanje diazinona

0,004%b), a slika 7 prikazuje bazdarni pravac za odredivanje insekticida
diazinon u ¢istoj otopini (-) i u ekstraktima iz bra$na (o) i kristalnog
Secera (x) metodom kemiluminescencije luminola.

Ovim kratkim pregledom nisu, dakako, iscrpljene sve moguénosti op-
tickih metoda u problematici analize otrova. Smatra se da ée stvaranje
intenzivno obojenih ili luminescentnih spojeva kataliti¢tkim kemijskim
reakcijama uz sudjelovanje otrova i u buduénosti predstavljati dobre
temelje za analiticke postupke.

ZAKLJUGAK

Za kvalitativno dokazivanje otrovnih kemijskih elemenata u zraku, na
predmetima i u bioloSkom materijalu mo¥e se jo§ uvijek preporutiti kla-
sitna emisijska spektrografska metoda. Pri kvantitativnom odredivanju
elemenata sada su najuspjeinije plamena emisijska i atomska apsorpcio-
metrijska spektrogratija. Za detekciju i kvantitativnu analizu otrovnih
molekula, narotito suvremenih insekticida, vrlo se uspje$no primjenjuju
razni kataliticki procesi u kombinaciji s optitkim fotoelektri¢nim mje-
renjima.
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)

Zusammenfassung

OPTISCHE METHODEN IN DER DETEKTION DER GIFTE

Es wurden optische Laboratoriumsmethoden angefithrt und kritisch beleuchtet, die
crfolgreich fiir den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Giften beniitat
werden kénnen. Hierher gehoren spektrographische, spektrophotometrische und lumi-
nometrische analytische Methoden. Letztere Arbeitsmethoden umfassen Messungen der
Fluorescenz und Chemiluminescenz.

Die Emissions-Spektralanalyse mit photographischem Strahlungsempfang, kann zum
objektiven Nachweis metallischer Gifte empfohlen werden. Sie registriert fiir ein un-
bekanntes Objekt durch nur eine spektrographische Aufnahme, bei gunstig gewihlten
Arbeitsbedingungen, alle anwesende metallische Gifte. Fiir quantitative Bestimmungen
entspricht die Atoms-Absorptions-Spektrofotometrie, wesentlich besser besonders bei
Verwendung von erhitzten Graphitréhren als Triger der Analysenproben.

Bei der Analyse giftliger Verbindungen verwendet man oft diec Absorptions-Spektral-
photometrie von Lésungen, sowie auch Messungen der Fluorescenz und Chemilumi-
nescenz. Direkte Messungen der Lichtabsorption der Giftstoffe sind nur selten geeignet,
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weil sie nur eine geringe Empfindlichkeit der entsprechenden Analysenmethode er-
geben. Optische Methoden in Verbindung mit katalytischen Reaktionen, bei welchen
dem Gift die Rolle des Katalysators zukommt, fithren hingegen zu Analysenverfahren
grosser Empfindlichkeit. Als Beispiele fur solche Verfahren werden Bestimmungsme-
thoden der insektiziden Phosphorsaure-Ester und der Carbamate mit Hilfe der Oxy-
dationsreaktionen des Benzidins und o-Dianisidins (spektrophotometrische Methode),
mit der Oxydationsreaktion des Indols (fluorometrische Methode) und mit der Chemi-
luminescenz des Luminols (luminometrische Methode) angefithrt. Es werden Eichge-
raden fur solche Bestimmungen angegeben. Es ist wesentlich, dass solche Analysen-
methoden nur auf aktive Giftstoffe ansprechen, nicht aber auf Gifte, die sich chemisch
schon veridndert haben. Auch in Nahrungsmitteln kann man mit diesen katalytischen
Verfahren Organophosphor-Gifte bestimmen.

Eingegangen am 23. November 1971)
Institut fiir gerichtliche Medizin
und Kriminalistik der Medizinischen
Fakultdit, Zagreb




