OZNACZANIE ALKOHOLU ETYLOWEGO METODA GC, TECHNIKA ,,HEADSPACE”

Sprzet i odczynniki

1. Chromatograf gazowy z detektorem FID HP5890

2. Naczynka szklane do izolowania technikg "head-space" o pojemnosci 25 ml
3. Wodny roztwory wzorcowy etanolu o stezeniu 50%o
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. Wodny roztwér fert-butanolu (standard wewnetrzny) o stezeniu 0,8 ml/litr

Wykonanie analizy
1. Przygotowac roztwory wzorcowe:
a. Wodny roztwér wzorcowy tert-butanolu o stezeniu 0,8 mL/L
b. Wodny roztwdr wzorcowy etanolu o stezeniu 50%o
2. Dobor warunkéw chromatograficznych.

a. Do naczynia head-space pobra¢ po 0,5 mL roztworéw wzorcowych, zamknaé
zakretka z gumowym septum 1 umiesci¢ w komorze do inkubacji w
temperaturze 30°C na 20 minut. Po tym czasie nastrzykna¢ 250 uL gazu znad
roztworow na kolumne kapilarng ZB-WAX Phenomenex.

b. Dobra¢ temperatur¢ analizy tak aby uzyska¢ separacje¢ pikoéw
chromatograficznych do linii bazowe;.

3. Krzywa wzorcowa.

Do probéwek wlac¢ kolejno 0; 0,04; 0,08; 0,12; 0,16 1 0,2 mL podstawowego roztworu
alkoholu etylowego 1 uzupetni¢ woda do objetosci 2 mL, co odpowiada stezeniom etanolu
0; 1; 2; 3; 4 1 5% w surowicy. Kazdy punkt z krzywej przygotowaé¢ w trzech
powtorzeniach. Do naczynek do head-space pobra¢ po 0,5 mL przygotowanego roztworu
oraz 0,5 mL standardu wewngtrznego (alkohol tert-butylowy o stezeniu 0,8 mL/L).
Naczynko zamkng¢ szczelnie i umies$ci¢ w komorze do inkubacji w temperaturze 30°C na
20 minut. Po tym czasie nastrzykna¢ 250 uL gazu znad roztwordéw na kolumne kapilarng
ZB-WAX Phenomenex.

Krzywa kalibracji przedstawia zalezno$é stosunku pola powierzchni etanolu i
standardu wewngetrznego do st¢zenia etanolu wyrazonego w promilach. Po wykresleniu
krzywej  kalibracji  odczytuje — si¢ zawarto$é  etanolu w  badanych probach.
Nalezy uwzglednié fakt, ze stezenie etanolu w osoczu lub w surowicy jest o okoto 20%

wyzsze niz w krwi pelne;.



4. Wykonanie oznaczenia

Do naczynek do head-space pobiera si¢ po 0,5 mL badanej surowicy (roztworu)
nastgpnie dodaje si¢ 0,5 mL standardu wewngtrznego. Naczynko zamkna¢ szczelnie i
umiesci¢ w komorze do inkubacji w temperaturze 30°C na 20 minut. Po tym czasie
nastrzykna¢ 250 uL gazu znad roztworéw na kolumne kapilarng ZB-WAX Phenomenex.
Obliczy¢ zawartos$¢ alkoholu etylowego w surowicy na podstawie wyznaczonej krzywej

WZOrcowe;j.

Z punktu widzenia prawno-lekarskiej oceny trzezwosci przyjmuje si¢ nastgpujace kryteria
oceny wynikow (stgzenia odnoszg si¢ do badania we krwi):

ponizej 0,2%o - poziom fizjologiczny

powyzej 0,2%o do 0,5%o stan wskazujacy na uzycie etanolu

powyzej 0,5%o - stan nietrzezwosci

powyzej 5%o - zatrucie $miertelne
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