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1 WPROWADZENIE

Czesta konsumpcja napojow alkoholowych
w duzych ilosciach jest przyczyna wielu prob-
lemow zdrowotnych i prowadzi do uzaleznienia.
Alkohol jest takze gléwna przyczyna wypadkoéw
drogowych 1iwielu wypadkow przy pracy.
W Stanach Zjednoczonych szacuje sig, ze straty
spowodowane uzywaniem alkoholu, zwiazane
nie tylko zwypadkami, ale rdéwniez nizsza
wydajnoscia pracy, wynosza okoto 150 mld
USD rocznie, co odpowiada okoto 600 USD na
osobg [14]. W Polsce, mimo znacznego zaos-
trzenia prawa w zakresie karania pijanych
kierowcéw, nadal na porzadku dziennym jest
prowadzenie pojazdow mechanicznych po
spozyciu napojow alkoholowych. Kazdego roku
laboratoria policyjne isadowe przeprowadzaja
ponad 100 tys. analiz krwi na zawarto$¢
alkoholu (nalezy jednocze$nie pamigtaé, ze
w mysl ,,Prawa o ruchu drogowym” podstawo-
wa metoda oznaczania etanolu jest analiza
powietrza wydychanego) [3].

Podczas rutynowej analizy krwi na zawarto$¢
etanolu mozliwe jest oznaczenie réwniez innych
lotnych zwiazkéw organicznych, co moze zna-
lez¢ szerokie zastosowanie do celow sadowych.
Poziomy metanolu, 1-propanolu i 2-propanolu
we krwi moga zostaé wykorzystane do oceny
wiarygodnosci zeznan osoby podejrzanej co do
ilosci, rodzaju oraz czasu konsumpcji napoju
alkoholowego. Mozliwos¢ ta wynika z faktu, ze
wymienione zwiazki sa produktami ubocznymi
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procesu fermentacji alkoholowej, dzigki czemu
mozna je wykry¢ w wigkszos$ci napojow alkoho-
lowych [17]. Po spozyciu takich napojow
wszystkie wymienione alkohole sa wchtaniane
do organizmu, a nast¢pnie wraz z krwia przeno-
szone do poszczegdlnych tkanek. Poniewaz
zard6wno metanol, jak i oba propanole sg bardzo
dobrze rozpuszczalne w wodzie, praktycznie
cala wchlonigta ilo$¢ przechodzi do krwi,
azatem proporcje pomigdzy zawarto$cia
poszczegoOlnych alkoholi w napojach zostaja
zachowane we krwi. Jednocze$nie juz przy
stosunkowo niskim stezeniu etanolu we krwi,
rzedu 0,2-0,3 g/, zahamowany zostaje meta-
bolizm pozostatych alkoholi, co prowadzi do ich
kumulacji w organizmie [1,2,6,7,10]. Zjawisko
to jest spowodowane najwyzszym powinowac-
twem do etanolu dehydrogenazy alkoholowe;,
enzymu odpowiedzialnego za usuwanie alkoholi
z organizmu. Zjawisko blokowania metabolizmu
pozostatych alkoholi przez etanol moze by¢
wykorzystane rowniez do diagnozowania choro-
by alkoholowej u badanych osob [13,21]. Osoby
uzaleznione od alkoholu, bgdac w tzw. ciagu
alkoholowym, pija po kilka - kilkanascie dni bez
fazy trzezwienia. Przez caly ten czas pozostate
alkohole nie sg metabolizowane, a dodatkowo
ich stezenie wzrasta na skutek endogenne;j
produkcji przez organizm [5]. W konsekwencji
stgzenia w/w zwiazkoOw u osob uzaleznionych
znacznie przekraczaja poziomy wystepujace
u osob pijacych okazjonalnie. Przy dlugotrwa-
tym spozywaniu alkoholu dochodzi ponadto do
zaburzenia rownowagi oksydacyjno-redukcyjne;j
organizmu, co z kolei zaburza procesy metabo-
liczne. W konsekwencji moze dochodzi¢ do
tworzenia si¢ znacznych ilo§ci substancji
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szkodliwych, m.in. metabolizm  kwasow
thuszczowych prowadzi do tworzenia zwiazkow
ketonowych. Z tego powodu stgzenia acetonu
uosob uzaleznionych rdéwniez przekraczaja
poziomy wystgpujace u oséb zdrowych. Nad-
uzywanie alkoholu prowadzi¢ moze do aldehy-
demii, tzn. wystgpowania we krwi podwyzszo-
nych pozioméw etanalu, metabolitu etanolu, na
skutek niewystarczajacej aktywno$ci enzymu
utleniajacego ten zwiazek [8,9].

Oznaczenie we krwi innych alkoholi moze
pomoéc roOwniez przy opiniowaniu w sprawach,
w ktérych sprawca wypadku zbiegt z miejsca
zdarzenia. Osoby te czesto znajduja si¢ pod
wplywem alkoholu w chwili wypadku, w celu
uniknigcia konsekwencji prawnych zglaszaja si¢
na posterunek policji po kilku - kilkunastu
godzinach po zdarzeniu. Podwyzszony poziom
pozostatych alkoholi wskazywa¢ moze, ze dana
osoba spozywata napoj alkoholowy [6,16].

2 CEL PRACY

Glownymi celami pracy byto:

—Opracowanie i walidacja chromatograficznych
(GC) metod jednoczesnego oznaczania aceto-
nu, etanalu, etanolu, metanolu, 1-propanolu
i 2-propanolu we krwi;

—Zastosowanie opracowanych metod do ozna-
czania wymienionych zwiazkéw we krwi
0sob naduzywajacych alkoholu oraz pijacych
okazjonalnie;

—Zbadanie 1 wszechstronna ocena mozliwosci
stosowania zwiazkéw lotnych jako markerow
choroby alkoholowe;j.

3 OPRACOWANIE PROCEDUR
ANALITYCZNYCH

3.1 Procedura wykorzystujqca analize fazy
nadpowierzchniowej (ang. headspace
analysis)

Technika headspace polega na analizie fazy
gazowej, znajdujacej si¢ nad probka ciala sta-
tego lub cieczy (w przypadku badan objetych
praca doktorska byla to krew), umieszczona
w zamkni¢tym naczyniu. Przedstawiona metoda
jest modyfikacja procedury szeroko stosowanej
w polskich  laboratoriach  toksykologicznych
1 sadowych.

Oznaczenia zwiazkéw lotnych prowadzono,
stosujac chromatograf gazowy Perkin Elmer
Autosystem, wyposazony w automatyczny po-
dajnik prébek (autosampler) HS 40. Dodatkowe
informacje na temat wyposazenia (kolumna, gaz
no$ny itp.) mozna znalez¢ z literaturze [18].

3.1.1 Optymalizacja warunkow pracy
autosamplera oraz chromatografu

Pierwszym etapem opracowania metody byta
optymalizacja parametroOw pracy aparatu (chro-
matografu oraz autosamplera). Liczba paramet-
row, ktére okres§laja prace zestawu, jest duza,
dlatego sprawdzono, jaki wpltyw na wielko$¢
sygnatu analitycznego moze mie¢ zmiana
poszczegolnych czynnikdw. W ocenie wyko-
rzystano plan doswiadczalny wedlug metody
Taguchiego. Jest to plan ortogonalny, w ktérym
kazdy czynnik wystgpuje na 2 poziomach. Plan
L12, z ktorego skorzystano, przewiduje wykona-
nie 12 eksperymentéw dla 11 czynnikow (ze
wzgledu na to, ze dla kazdego punktu planu
czynnikowego wykonano 3 pomiary caltkowita
liczba eksperymentéw wyniosta 36). Plan orto-
gonalny L12 zostat przedstawiony w tabeli 1.
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Na rysunku 1 przedstawiono wptyw zmiany
poszczegoOlnych czynnikdéw na wielko$¢ sygnatu
analitycznego (powierzchnie pikdéw chromato-
graficznych) dla acetonu.
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Rys. 1. Wptyw 11 czynnikow, paramerow pracy zestawu do
chromatograficznego oznaczania zwiazkow lotnych technika
headspace, na wielko$¢ sygnatu analitycznego pochodzacego
od acetonu (opis zmiennych w tabeli 1).

Czynnikami, ktére w sposéb statystycznie
istotny wptywaty na sygnal, byly: temperatura
termostatowania probki, czas ttoczenia gazu do
naczynka, czas nastrzyku (parametry pracy
autosamplera) oraz, dla niektérych analitow,
temperatura pieca, w ktorym znajduje si¢ ko-
lumna chromatograficzna. Wzrost temperatury
termostatowania probki w najwigkszym stopniu
wptywal na wielko§¢ powierzchni pikow.
W dalszych badaniach prébki krwi (z odpowied-
nimi dodatkami) termostatowane byty w 60°C,
najwyzszej temperaturze zalecanej do tego typu
analiz toksykologicznych (w wyzszej tempera-
turze moze dochodzi¢ do zmian w skladzie krwi,
np. czg$¢ etanolu moze zosta¢ utleniona do eta-
nalu, co znaczaco wptywa na doktadno$¢ ozna-
czenia tego drugiego zwiazku). Pozostale
parametry pracy autosamplera zostaly zoptyma-
lizowane  metoda zmiany  pojedynczego
czynnika w pojedynczym cyklu optymaliza-
cyjnym.

Przy doborze warunkow rozdziatu modyfi-
kowanym parametrem byla temperatura pieca.
W tym przypadku jednak celem optymalizacji
bylo uzyskanie rozdzielczosci wigkszej od 1,0
[4], co udalo si¢ osiagna¢ w temperaturze 50°C.

3.1.2 Modyfikacja procedury przygoto-
wania probek do oznaczania lotnych
zwiqzkow

Modyfikacja procedury przygotowania probek,

stosowanej w rutynowych oznaczeniach etanolu,

polegata na:

—zwigkszeniu objgtosci probki krwi z 0,2 ml do
0,5 ml;

—zmniejszeniu objetosci dodawanego wzorca
wewngtrznego (1,1-dimetyloetanolu) z 1,8 ml
do 0,1 ml 1jednoczesnie zmniejszeniu jego
stezenia z 2,0 g/l do 0,020 g/1;

—dodaniu 0,5 ml nasyconego weglanu potasu.

3.1.3 Walidacja opracowanej metody

Proces walidacji [11] miat na celu m.in. wyzna-

czenie takich parametrow metody jak:

—specyficznos¢ (selektywnosc),

—liniowos$¢ oraz zakres roboczy (zakres st¢zen
wystepujacych w probkach rzeczywistych),

—doktadnosc,

—precyzja,

—granica  wykrywalno$ci  oraz  granica
oznaczalno$ci.
Chromatogram roztworu WZOrcowego

sporzadzonego na bazie krwi, zawierajacego
wszystkie anality, przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Przyktadowy chromatogram roztworu wzorcowego,
zawierajacego wszystkie oznaczane zwiazki (w kolejnosci:
etanal, metanol, etanol, aceton, 2-propanol, 1-propanol, wzo-
rzec wewngetrzny).

Jak wida¢ na powyzszym rysunku, metoda
jest selektywna w stosunku do wszystkich anali-
tow (uzyskano pelny rozdziat pikéw chromato-
graficznych).

Ponadto sprawdzono, czy na sygnat analitycz-
ny nie wplywa matryca organiczna probek krwi.
Dla niektorych analitow linie kalibracyjne
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otrzymane na podstawie analizy roztwordéw
sporzadzonych na bazie krwi lezaly powyzej
wykresow dla roztworow wodnych. Przesunig-
cie wykreséw wzdluz osi OY wynikato jednak
z fizjologicznej zawartosci tych zwiazkow we
krwi wykorzystanej do badan. Wartosci wyrazu
wolnego (rzednej) w rownaniach linii kalibra-
cyjnych (po odjeciu tzw. ,Slepej proby”),
dopasowanych metoda najmniejszych kwadra-
tow, nie r6znily si¢ statystycznie istotnie
(=0,05) od S$redniej uzyskanej dla matrycy
(woda lub krew) bez dodatku analitow. Réwniez
wspotczynniki nachylenia linii kalibracyjnych
dla roztworé6w wodnych ina bazie krwi nie
réznia si¢ istotnie na przyjetym poziomie
istotnosci  a=0,05 (wykresy byly do siebie
rownolegle). Swiadczy to o niewystgpowaniu
btedu proporcjonalnego. Dzigki temu nie byto
koniecznosci  stosowania kalibracji metoda
dodatku wzorcow. Analize bledu oznaczen

chromatograficznych  przedstawiono  szerzej
w literaturze [22,23].
Parametry analityczne metody zebrano

w tabeli 2 (zob. ponizej). Osiagnigta czulo$¢
pozwolita na oznaczanie lotnych zwiazkow
organicznych we krwi osob uzaleznionych od
alkoholu.

3.2 Procedura wykorzystujqca mikroekstrakcje
do fazy statej (ang. solid-phase microex-
traction, SPME)

Mikroekstrakcja do fazy statej jest nowoczesna

metoda przygotowania probki do analizy chro-

matograficznej. Sktada si¢ ona z dwdch etapow:

—adsorpcji lub absorpcji oznaczanych zwiazkoéw
z probki (statej, cieklej lub gazowej) do
pokrycia widkna;

—desorpcji analitow w komorze nastrzykowe;j
chromatografu.

Do zalet tej techniki mozna zaliczy¢ duza
czuto$¢, prostote oraz fakt, ze do przygotowania
probki nie sa uzywane zadne rozpuszczalniki,
a zatem jest to metoda ,,przyjazna dla $rodo-
wiska”.

3.2.1 Optymalizacja procesu
mikroekstrakcji do fazy stalej

Optymalizacja procesu SPME sktadata si¢
z kilku etapow i polegata m.in. na:

—wyborze pokrycia wtdkna do SPME;

—optymalizacji temperatury oraz czasu eks-
trakcji;

—doborze rodzaju oraz ilosci soli nieorganiczne;j
stosowanej do wysalania analitéw z probki do
fazy nadpowierzchniowej;

—optymalizacji objgtosci probki;

—doborze temperatury desorpcji analitoéw z pok-
rycia wtokna.

Ze wzgledu na duza lotno$¢ analitow eks-
trakcje prowadzono z fazy nadpowierzchniowe;.

Poréwnano efektywnos¢ ekstrakcji badanych
zwiazkéw na szeSciu komercyjnych rodzajach
pokry¢: 65 um Carbowax/diwinylobenzen
(CW/DVB), 85 um poliakrylan (PA), polidi-
metylosiloksan (PDMS) o grubos$ciach pokrycia
7 um, 30 um oraz 100 pm 160 um polidi-
metylosiloksan/diwinylobenzen (PDMS/DVB).
Wybdr pokrycia wtdkna oparty byt na zapropo-
nowanej przez autora tzw. funkcji wyboru, ktora
pozwolita porownac¢ efektywnos¢ ekstrakcji
jednoczesnie dla wszystkich analitow. Funkcja
ta ma postac:

gdzie:
Hjj —wysokos¢ piku chromatograficznego
i-tego analitu (i= 1...n) przy zastosowaniu
j-tego pokrycia widkna (j=1...k).

Efektywnos$¢ ekstrakcji badanej grupy zwiaz-
kéw byla najlepsza przy zastosowaniu pokry¢
zawierajacych diwinylobenzen. Warto$¢ funkcji
wyboru byta najwyzsza dla pokrycia CW/DVB
i wlasnie to pokrycie widkna stosowane byto
w dalszych badaniach.

Drugim etapem opracowania warunkow
mikroekstrakcji analitow z matrycy probki do
fazy statej widkna byt wybor temperatury odpo-
wiedniej do prowadzenia procesu. Wzrost
sygnatlu od temperatury pokojowej do 50°C byt
praktycznie liniowy dla wszystkich analitow.
Powyzej tej temperatury wysokosci pikow
etanolu ietanalu nadal rosty, dla acetonu, 1-
propanolu i 2-butanolu sygnat nie zmieniat si¢
znaczaco powyzej temperatury 50°C, adla
metanolu i 2-propanolu powyzej 60°C. Srednie
wzmocnienie w 60°C bylo nieznacznie wyzsze
niz w 70°C i wlasnie temperature 60°C wybrano
do dalszych badan.
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Na rysunku 3 przedstawiono zmiany wyso-
kosci pikdw chromatograficznych analitéw przy
réznych czasach ekstrakcji.
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Rys. 3. Profile czasowe zmian sygnatow analitycznych pocho-
dzacych od oznaczanych zwiazkow (IS - standard wew-
netrzny).

Jak wynika z przedstawionego wykresu, réw-
nowaga ustala si¢ po ok. 7,5 minutach. Istotno$¢
réznic pomigdzy $rednimi wysoko$ciami piku
analitow, przy roznych czasach ekstrakeji,
oceniono, stosujac analiz¢ wariancji oraz test
post-hoc poréwnania $rednich (test Scheffego).
Dla 2-butanolu wysokosci pikow osiagnigte dla
czasu ekstrakcji 2,5 min nie roznily si¢ istotnie
(0=0,05) od wysokosci dla dluzszych czasow
ekstrakcji. Dla acetonu, 1- 1 2-propanolu $rednie
wysokosci pikdw nie roznily si¢ dla czasow
ekstrakcji od 5 do 20 min. Dla etanolu, etanalu
1 metanolu czasem, po jakim $rednie ustality si¢
na jednym poziomie, bylo 7,5 min. W dalszych
badaniach ekstrakcj¢ prowadzono przez 10
minut, poniewaz dla tego czasu wysokos$ci
pikow znajdowaly si¢ na obszarze plateau
wykresu (niewielkie wahania czasu ekstrakcji
nie powoduja zmian ilo$ci wyekstrahowanych
analitow).

Wyniki optymalizacji pozostalych paramet-
row procesu mikroekstrakcji do fazy stalej
mozna znalez¢ w literaturze [20,25].

3.2.2 Optymalizacja rozdziatu
chromatograficznego

Badania nad wykorzystaniem SPME do ozna-
czania zwiazkow lotnych we krwi prowadzone
byly wdwoch etapach. Badania wstgpne
przeprowadzono w Uniwersytecie Friedricha-
Schillera w Jenie (Niemcy), a nastepnie byty one

kontynuowane w Instytucie Ekspertyz Sado-
wych w Krakowie. Poniewaz laboratoria te
wyposazone byly wrdzne aparaty, kolumny
chromatograficzne 1gazy nos$ne, opracowano
dwie niezalezne procedury oznaczania chroma-
tograficznego. Na rysunku 4 poréwnano czasy
retencji oznaczanych zwiazkow na obu stoso-
wanych kolumnach, uzyskane w optymalnych
warunkach. Szczegétowe procedury przedsta-
wiono w literaturze [19].
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Rys. 4. Czasy retencji oznaczanych zwiazkéw lotnych na
dwoch kolumnach chromatograficznych, ktoére wykorzystano
w badaniach.

3.2.3 Walidacja metody SPME

Ostatnim etapem opracowania metody, podob-
nie jak w metodzie headspace, byla jej wali-
dacja.

Zdolnos$¢ rozdzielcza R obu kolumn byta wy-
soka 1iwyniosta ponad 1,0. Oznacza to, ze
wszystkie piki chromatograficzne rozdzielone
zostaty co najmniej w 98 %. Warto$¢ Rg>1 wy-
magana jest przez europejska Pharmacopeig [4].

W celu oceny wplywu matrycy przygotowano
dwie serie roztworow wzorcowych, w jednej
matryce stanowila krew, aw drugiej — woda.
Liczba rownolegltych oznaczen na kazdym
z 3 pozioméw stgzen analitow wyniosta 6.
Najpierw za pomoca testu F wykazano, ze ma-
tryca krwi nie ma istotnego wptywu na precyzje
metody na okreslonym poziomie st¢zenia.
Nastgpnie za pomoca testu t Studenta spraw-
dzono istotno$¢ roznic pomigdzy Srednimi dla
roztworé6w wodnych oraz sporzadzonych na
bazie krwi dla poszczegélnych analitow, na
kolejnych poziomach ich st¢zenia. Uzyskane
wartos$ci testu t Studenta wskazywaly, ze rodzaj
matrycy nie ma istotnego wptywu réwniez na
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doktadno$¢ metody (nie wystepuje blad syste-
matyczny ani proporcjonalny).

Na rysunku 5 przedstawiono zalezno$¢ syg-
nalu dla trzech analitow od ich st¢zenia. Ze
wzgledu na szeroki zakres warto§ci zmiennych
zastosowano skale logarytmiczne. Jak wida¢ na
rysunku, metoda charakteryzuje si¢ liniowos$cia
w calym zakresie badanych stezen.

log (wzglgdna wysoko$¢ piku)

ol Aceton
“O. 1-Propanol
o 2-Propanol

-1,6 -1,2 -0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8 1,2 1,6
log (stgzenie analitow)

Rys. 5. Zalezno$¢ sygnalow analitycznych pochodzacych od
acetonu, 1- i 2-propanolu od ich st¢zenia w roztworze.

Parametry metody headspace oraz SPME
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Parametry analityczne obu opracowanych metod.
Podane zakresy opisuja zmienno$¢ w zaleznosci od ozna-
czanego zwiazku.

Parametr Metoda Metoda
headspace SPME
Granica oznaczalno$ci 200 — 400 mg/l | 45 —320 mg/l
Granica wykrywalnosci 75 - 150 mg/l 15-110 mg/l
Btad doktadnosci 0,5-8,8% 0,5-14%
Blad precyzji 1,8 -8,8% 4,5 -7,7%

3.3 Wysalanie zwiqzkow lotnych za pomocq soli
nieorganicznej

W obu opracowanych metodach, w celu zwigk-
szenia czuloSci oznaczen, stosowano dodatek
weglanu potasu. Autor pracy rozszerzyl badania
nad wysalaniem zwiazkow lotnych, zwigkszajac
liczbe analitow. Badaniami objgto 13 soli
nieorganicznych [26].

Efekt wysolenia zalezy zaréwno od rodzaju
analitu, jak izastosowanej soli. W szeregu ho-
mologicznym alkoholi wielko$¢ wzmocnienia
sygnatu analitycznego wzrastata z liczba ato-
méw wegla w czasteczece. O podatnos$ci zwiazku

na efekt wysalania decyduje przede wszystkim
jego polarnos$¢. Dla kazdej soli wyznaczono
zalezno$¢ wysokosci pikow chromatograficz-
nych analitow od jej stgzenia w roztworze.
Przyktadowe zalezno$ci przedstawiono na
rysunku 6.

1000

o< Propanal
DN Aceton
800 . 2-Butanol
“B. MEK
e 1-Butanol

600

Wysokos¢ piku

400

200

0 50 100 150 200 250 300 350
Stezenie Na ,CO 5 w roztworze [g/l roztworu probki]

Rys. 6. Zalezno$¢ sygnalow analitycznych analitow od stgzenia
soli w roztworze.

[lo§¢ substancji lotnej w fazie nadpowierz-
chniowej ro$nie wyktadniczo ze wzrostem stg¢ze-
nia soli. Uzyskane rezultaty wskazuja, ze
najwyzsza czuto$¢ uzyskuje si¢ po dodaniu soli
w ilosci, ktora powoduje nasycenie roztworu
w temperaturze, w ktorej prowadzi si¢ pomiary.
Rodzaj soli ma bardzo duzy wptyw na wielkos$¢
efektu wysolenia. O wielkos$ci tego zjawiska
decyduja rozmiary jonéw, ich efektywny
tadunek, liczba jonow, na ktore dysocjuje sol,
jak rowniez jej zdolnos¢ do tworzenia hydratow.
Rodzaj anionu w stosowanej soli ma wigkszy
wplyw na jej zdolno$ci wysalajace niz rodzaj
kationu. Z przebadanych soli zdecydowanie
najwigksze wzmocnienia sygnalu dawat weglan
potasu.

4 OCENA ZWIAZKOW LOTNYCH JAKO

MARKEROW CHOROBY
ALKOHOLOWEJ
Aceton, etanal, etanol, metanol, 1-propanol

1 2-propanol zostaly oznaczone we krwi o0sob
uzaleznionych od alkoholu oraz pijacych okaz-
jonalnie. Pierwsza grupg¢ stanowito 171 pacjen-
tow Kliniki Toksykologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego (CM UJ). Od
pacjentéw pobrano cztery proby krwi: przy
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przyjeciu do szpitala, po 6, 18 1 24 godzinach od
przyjecia. Grupe kontrolna stanowito 13 ochot-
nikow, ktorzy spozywali 0,6 g alkoholu na kg
masy ciala (kobiety) lub 0,7 g/kg masy ciala
(mgzczyzni). Proby krwi od tych oséb byty
pobierane w odstepach 30 minutowych, az do
spadku stgzenia etanolu w powietrzu wydycha-
nym ponizej 0,2 g/l.

4.1 Stezenia zwiqzkow lotnych we krwi osob
uzaleznionych od alkoholu

Stezenia zwiazkow lotnych we krwi 0sob uza-
leznionych od alkoholu, w zalezno$ci od czasu
pobrania préb krwi, zebrano w tabeli 3.

Tabela 3. Statystyki opisowe stgzen poszczegolnych zwiazkow
lotnych dla roznych czaséw pobrania proby krwi.

Zmienna Srednia| SD [Mediana| Min Max
Aceton_0 10,75 | 25,69 4,8 0,0 249,6
Aceton_6 10,83 | 21,94 5,65 0,8 217,5
Aceton_18 18,84 | 31,25 7,9 0,6 173,8
Aceton 24 1591 | 24,32 6,75 0,4 126,9

Etanal 0 5,58 3,68 4,8 0,0 17,2

Etanal 6 5,38 3,99 4,1 0,0 20,9

Etanal 18 0,92 2,11 0,2 0,0 13,8

Etanal 24 0,20 0,55 0,1 0,0 5,0

Etanol 0 3,10 1,11 3,03 0,76 6,59

Etanol 6 1,54 | 1,03 | 148 | 00 | 471

Etanol 18 0,10 0,34 0,00 0,0 2,3

Etanol 24 0,00 0,00 0,00 0,0 0,0

Metanol_0 28,69 | 38,79 | 22,1 2,0 324,4
Metanol_6 26,29 | 36,66 | 20,3 0,0 281,9
Metanol 18 7,30 | 21,03 1,2 0,0 201,5

Metanol 24 1,43 3,33 0,45 0,0 21,9

1-Propanol 0 1,10 1,31 0,8 0,0 13,5

1-Propanol_6 0,59 0,59 0,4 0,0 3,5

1-Propanol 18| 0,14 0,30 0,0 0,0 2.4

1-Propanol 24| 0,04 0,14 0,0 0,0 1,3

2-Propanol 0 | 4,59 8,96 2,3 0,2 75,6

2-Propanol_6 3,42 5,03 1,9 0,0 45,0

2-Propanol 18| 0,81 2,06 0,3 0,0 19,4

2-Propanol 24| 0,27 0,44 0,0 0,0 2.4

Uwagi:

1. Liczba podana po nazwie zwiazku oznacza czas (w godzi-
nach), jaki uptynat od przyjecia pacjenta do szpitala;

2. Stezenia zwiazkow lotnych podane sa w mg/1, za wyjatkiem
etanolu, ktérego stezenie wyrazono w g/l;

3. Oznaczenia w tabeli: SD — odchylenie standardowe, Min —
stezenie najnizsze, Max — st¢zenie najwyzsze.

4.2 Porownanie uzyskanych stezen zwiqzkow
lotnych z wartosciami progowymi rozpoz-
nawania uzaleznienia od alkoholu

Jak wspomniano we wstgpie, podwyzszenie ste-
zenia acetonu, metanolu lub 2-propanolu we
krwi moze wskazywa¢ na problemy alkoholowe
badanej osoby. Jako wartosci progowe przyj-
muje si¢ 10 mg/l dla metanolu, 7 mg/l dla
acetonu oraz 2 mg/l dla 2-propanolu [13].
Poréwnanie stezen zwiazkow lotnych, oznaczo-
nych przy przyjeciu do szpitala, z wartoSciami
progowymi zebrano w tabeli 4.

Tabela 4. Porownanie stezen zwiazkow lotnych we krwi pac-
jentow Kliniki Toksykologii CM UJ z warto$ciami progowymi
rozpoznawania uzaleznienia od alkoholu.

Metanol
ponizej 10 mg/1 powyzej 10 mg/l
powyzej | 0 4 46
Aceton pani/Zlej
7 me/l 26 6 39 31
ponizej | powyzej |ponizej| powyzej
2 mg/l 2 mg/l 2mg/l | 2 mg/l
2-propanol 2-propanol

Dane przedstawione powyzej sktaniaja do
wniosku, ze najlepszym wskaznikiem naduzy-
wania alkoholu jest metanol. Stgzenie tego
zwiazku przy przyjeciu do szpitala przekraczato
poziom progowy dla prawie 80% pacjentow.
Wysokie poziomy metanolu wynikaja z kumu-
lacji tego zwiazku w organizmie przy dlugo-
trwalym przebywaniu pod wplywem alkoholu.
Jednak jego stgzenie u oséb pijacych natogowo
jest wysokie tylko przez ok. 10-20 godzin od
zakonczenia konsumpcji (o ile dana osoba nie
zacznie pi¢ ponownie). Czas poltrwania meta-
nolu wyniost 3,4 +1,9 h[24]. Zatem metanol
jest tzw. Krétkoterminowym markerem choroby
alkoholowej. W badanej grupie pacjentow po 18
godzinach od przyjecia na oddzial detoksykacji
stgzenie metanolu przekraczalo warto$¢ progo-
wa u 21 pacjentow (19,3% przypadkow), nato-
miast po 24 godzinach u 4 pacjentow (3,8%).

4.3 Eliminacja zwigqzkow lotnych u 0sob uza-
leznionych od alkoholu

Czterokrotne pobranie prob krwi od pacjentow
Kliniki Toksykologii CM UJ pozwolito na oceng
zmian stezen zwiazkow lotnych w czasie. Na
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rysunku 7 (zob. ponizej) przedstawiono zmiany
stezenia metanolu w czasie pierwszych 18
godzin hospitalizacji. Jak wida¢ na wykresie, juz
w trakcie pierwszych 6 godzin od przyjecia, gdy
srednie stgzenie etanolu bylo wyzsze niz 1,5 g/l,
u wielu pacjentéw (49 osob, 40,8%) nastepowat
metabolizm metanolu. Dla czterech pacjentow
stezenie metanolu wzrastalo, co moze Swiad-
czy¢, ze do szpitala zostali przyjgci w niedtugim
czasie od zakonczenia konsumpcji (byli w fazie
wchtaniania  alkoholu). W kolejnych 12
godzinach hospitalizacji metanol metabolizo-
wany byt juz znacznie szybciej iu znacznie
wigkszej liczby pacjentow. Utlenianie metanolu
mialo miejsce mimo obecnosci etanolu w orga-
nizmie.
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Rys. 7. Zmiany st¢zenia metanolu podczas pierwszych 18 go-
dzin hospitalizacji (liniami przerywanymi zaznaczono prze-
dziat, w ktéry wyniki zmieniaja si¢ na skutek przypadko-
wych fluktuacji).

Powyzsze wyniki §wiadcza o tym, Ze u osob
uzaleznionych metabolizm metanolu moze
zachodzi¢ niezaleznie od utleniania etanolu.
Prawdopodobnie w metabolizmie alkoholi u tej
grupy o0sOb w znacznie wigkszym stopniu,
w porownaniu do 0so6b zdrowych, biora udziat

inne systemy metaboliczne, np. uktad MEOS —
mikrosomalny system utlenienia alkoholu czy
system katalazy. Zjawisko wiaczania si¢ innych
systemow metabolicznych do utlenienia alkoholi
potwierdza bardzo wysoka $rednia wartos¢
wspotczynnika eliminacji etanolu (Bg), ktora dla
badanej grupy osob uzaleznionych wyniosta
0,264 £0,074 g/l/h (mediana 0,258 g/l/h). Po-
réwnanie uzyskanych warto$ci wspolczynnika
Beo z wynikami uzyskanymi dla grupy osob pija-
cych okazjonalnie przedstawiono na rysunku 8.

20

[ ] Osoby uzaleznione od alkoholu

Il Grupa kontrolna

Liczba przypadkow
5

| WL
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Wspétczynnik eliminacji etanolu [g/l/h]

Rys. 8. Poréwnanie szybkosci eliminacji etanolu u 0séb uzalez-
nionych od alkoholu oraz pijacych okazjonalnie.

4.4 Ocena korelacji miedzy stezeniami zwiqz-
kow lotnych u 0sob uzaleznionych od
alkoholu

4.4.1 Wspotczynnik korelacji r Pearsona

Wysokie warto$ci wspotczynnika korelacji Pear-
sona uzyskano gtownie dla st¢zen tego samego
zwiazku wroznych czasach pobrania probki
krwi (aceton, etanol, metanol, 2-propanol), oraz
dla pary aceton — 2-propanol, zwiazkow pozos-
tajacych w organizmie w rownowadze. Istnieje
réwniez statystycznie istotna korelacja pomig-
dzy poziomami metanolu oraz poziomami ace-
tonu 1 2-propanolu (korzystna pod katem stoso-
wania ich jako markerow choroby alkoholowej).
Stezenia w/w zwiazkoéw praktycznie nie koreluja
ze stezeniami etanolu (z wyjatkiem wynikéw po
18 godzinach od przyjgcia), co rowniez jest
korzystne w sensie ich zastosowania jako mar-
kerow uzaleznienia.

4.4.2 Testy nieparametryczne

Ze wzgledu na fakt, ze cze$¢ wynikdéw znacznie
przewyzszala pozostale, atakze rozktady
zmiennych prawdopodobnie nie byly normalne,
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postanowiono zastosowac testy nieparametrycz-
ne. Korelacje pomigdzy zmiennymi oceniono za
pomoca wspoOtczynnikow: R Spearmana, t Ken-
dalla oraz y.

Zastosowane wspotczynniki korelacji byly
statystycznie istotne dla wszystkich analitow
w roznych czasach pobrania oraz dla pary
aceton — 2-propanol. Wyniki wskazuja réwniez
na korelacj¢ pomigdzy poziomami metanolu
oraz acetonu 1i2-propanolu. Mozna zatem
stwierdzi¢ duza zgodno$¢ wynikdéw testow
nieparamertycznych z wynikami oceny korelacji
za pomoca wspotczynnika r Pearsona.

4.4.3 Metody chemometryczne

Do oceny korelacji pomigdzy zmiennymi zasto-
sowano rowniez standardowe metody chemo-
metryczne, takie jak: analiza skladowych gtow-
nych (Principial Component Analysis, PCA)
oraz analiza skupien (Cluster Analysis, CA).
Wyniki przestawiono na rysunku 9.
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Rys. 9. Ocena korelacji miedzy poziomami zwiazkéw lotnych
przy wykorzystaniu metod chemometrycznych: (a) PCA, (b)
CA — odlegtos¢ Warda.

Wyniki analizy czynnikowej i1 analizy skupien
potwierdzaja silna korelacj¢ pomigdzy steze-
niami metanolu, acetonu i 2-propanolu w trakcie
detoksykacji pacjentow (dla réznych czasow
pobrania prob krwi). Obszary zajmowane przez
wyniki stgzen metanolu nie pokrywaja si¢
z obszarami dla innych analitéw. Na obu wykre-
sach stezenia acetonu i 2-propanolu dla wszyst-
kich czasoOw pobrania probek krwi znajduja sie
bardzo blisko siebie. Potwierdza to silng kore-
lacj¢ miedzy stezeniami acetonu i 2-propanolu
w organizmie. Obszar zajmowany przez zmien-
ne dotyczace poziomoéw etanolu pokrywa sig
z obszarami dla 1-propanolu i etanalu.

4.5 Poziomy obecnie stosowanych markerow
choroby alkoholowej u badanej grupy
pacjentow Kliniki Toksykologii CM UJ

W  badaniach oznaczono poziomy siedmiu
substancji, ktore traktowane sa jako markery
uzaleznienia od alkoholu. Byly to aktywnosci
enzymOw  watrobowych: gamma-glutamylo-
transferazy (GGTP), aminotransferazy aspara-
ginowej (AspAT), aminotransferazy alaninowe;j
(AIAT), fosfatazy zasadowej (AP), jak rowniez
srednia objetos¢ krwinek czerwonych (MCV),
przecigtna zawarto$¢ hemoglobiny w krwince
(MHC) oraz poziom bilirubiny.

Najwigkszy odsetek pacjentow wykazywat
przekroczenie normy dla aktywnoS$ci trzech
enzymow watrobowych: GGTP, AspAT 1 AIAT.
Wskazywac¢ to moze na alkoholowe uszkodzenie
watroby utych osob. Znaczne przekroczenia
normy wystepuja szczegdlnie dla GGTP (63,2%
przypadkéw), enzymu przemiany biatkowe;.
Poziom bilirubiny zostal przekroczony w przy-
padku okoto 1/3 liczby badanych pacjentow.

4.6 Korelacja pomiedzy obecnie stosowanymi
markerami choroby alkoholowej a steze-
niami zwiqzkow lotnych

Korelacja pomigdzy poziomami zwiazkow lot-
nych abiochemicznymi markerami choroby
alkoholowej byta staba. Jedynie testy niepara-
metryczne (t Kendalla oraz y) wykazaty kore-
lacj¢ miedzy poziomami metanolu oraz AspAT,
AIAT, AP 1 MCV, acetonu oraz AspAT 1 AIAT,
jak réwniez 2-propanolu i AP. Oznacza to, ze na
stezenie zwiazkow lotnych we krwi moze nie
mie¢ wplywu stan watroby badanej osoby,
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a przyczyn podwyzszenia ich poziomu nalezy
upatrywa¢ w innych zrdédtach.

4.7 Wyniki podstawowych testow laboratoryj-
nych

Stezenia zwiazkow lotnych poréwnano rowniez
z wynikami podstawowych testow laboratoryj-
nych (morfologia krwi, gazometria, pierwiastki
sladowe itd.). Zbudowana baza danych o pacjen-
tach zawierata dane ogdlne (wiek, wzrost, waga
itp.) oraz wynik testu AUDIT, zalecanego przez
WHO [15] jako narzedzia przesiewowego do
wykrywania problemow alkoholowych.

Srednie wartosci testow diagnostycznych
wykonanych na badanej grupie pacjentow dla
wielu zmiennych znajduja si¢ w normie. Naj-
wigce] pacjentéw, ponad 95%, przekroczyto
norm¢ dla osmolalnosci, co wynika z faktu, ze
etanol jest zwiazkiem, ktory powoduje zmiang
osmolalnos$ci roztworu. U duzej grupy badanych
przekroczona zostala norma dla enzymu migs-
niowego, jakim jest kinaza kreatyninowa (CPK),
dla zawartosci globulin oy, ktorych zawarto$¢
wzrosta gtownie kosztem globulin vy, oraz dla
ci$nienia czastkowego tlenu (pO,). Zauwazalny

byl rowniez wzrost liczby leukocytow (ktory
powoduje jednoczes$nie wzrost wartosci hemato-
krytu) oraz spadek liczby ciat odpornosciowych,
czyli trombocytow. Wyniki gazometrii wska-
zuja, ze u kilkudziesigciu 0s6b zauwazalne byty
objawy kwasicy metabolicznej (spadek pH,
pCO,, BE oraz st¢zenia HCO3” we krwi).

Oceniono réwniez zalezno$ci pomiedzy
poziomami poszczegolnych zmiennych. Ze
wzgledu na ich duza liczbe najlepsza metoda
oceny korelacji okazaty si¢ metody chemo-
metryczne. Na rysunku 10 przedstawiono
dendrogram pogrupowanych zmiennych (stosu-
jac odlegtos¢ 1- r Pearsona oraz metod¢ aglome-
racji Warda). Na dendrogramie zaznaczono
3 skupienia. Pierwsze, zdecydowanie odbiegaja-
ce od pozostatych, obejmuje lotne markery
choroby alkoholowej przy réznych czasach
pobrania prob krwi. Klaster nr 2 zawiera etanol
oraz zwigzane znim osmolalno$¢ 1 stezenie
jonow sodu, aponadto etanal i l-propanol.
Skupienie nr 3 zawiera wszystkie, oprocz biliru-
biny, obecnie stosowane markery choroby
alkoholowe;j.
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Rys. 10. Dendrogram - wynik analizy skupien zmiennych zawartych w bazie danych obejmujacej
wyniki pacjentéw Kliniki Toksykologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.

4.8 Wyniki oznaczen zwiqzkow lotnych we krwi
0s0b okazjonalnie spozywajqcych napoje
alkoholowe

Badane zwiazki lotne, czyli aceton, etanal, eta-

nol, metanol, 1-propanol i 2-propanol, oznaczo-
no we krwi oséb pijacych okazjonalnie, stosujac

metode chromatografii gazowej w potaczeniu
z mikroekstrakcja do fazy statej (SPME).

U zadnej z badanych os6b wartosci progowe
rozpoznawania choroby alkoholowej nie zostaty
przekroczone. W tabeli 5 porownano maksymal-
ne stezenia zwiazkow lotnych we krwi oséb
okazjonalnie pijacych alkohol zich stezeniami
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u pacjentéw Kliniki Toksykologii Collegium
Medicum UJ przy przyjeciu do szpitala, 1 pod-
dano ocenie statystycznej (roznicg migdzy
srednimi oceniono za pomoca testu t-Studenta).

Tabela 5. Porownanie maksymalnych stezen zwiazkow lotnych
uzyskanych dla grupy kontrolnej z ich stgzeniami u pacjentow
Kliniki Toksykologii CM UJ przy przyjeciu do szpitala.

. Grupa kontrolna |Osoby uzaleznione
Zwiazek [~ - - - t p
Srednia SD Srednia SD

Aceton 1,75 0,65 10,75 | 25,69 |1,26| 0,210

Etanal 1,58 0,85 5,58 3,68 [3,90[< 0,001

Etanol 0,77 0,17 3,10 1,11 |7,55< 0,001

Metanol | 3,36 1,04 28,69 | 38,79 [2,35] 0,020

1-Propanol] 0,29 0,19 1,10 1,31 |2,23| 0,027

2-Propanol] 0,80 0,39 4,59 8,96 1,52 0,130

Réznice pomiedzy stezeniami zwiazkow
lotnych we krwi os6b uzaleznionych oraz pija-
cych okazjonalnie sa znaczne idla wigkszos$ci
analitow statystycznie istotne. Niskie wartosci
wspotczynnikdw t wynikaja z wysokich war-
tosci odchylenia standardowego dla grupy oséb
uzaleznionych.

Stezenia zwiazkoéw lotnych w obu grupach
porownano rowniez, stosujac metody chemo-
metryczne. Na rysunku 11 przedstawiono wspot-
rzgdne poszczegoélnych probantow w uktadzie
trzech pierwszych sktadowych gtownych.

@ Osoby uzaleznione
(e} B Grupa kontrolna

£ hpahaly

Rys. 11. Obiekty (probanci) w uktadzie wspoétrzednych trzech
pierwszych sktadowych gléwnych.

Jak wida¢ na powyzszym rysunku, przy uw-
zglednieniu tylko trzech pierwszych sktadowych
(czynnikéw) gtownych grupa kontrolna jest
dobrze oddzielona od os6b uzaleznionych od
alkoholu.

5 PODSUMOWANIE

¢ Zmodyfikowano ,tradycyjna” chromatogra-
ficzna (GC) procedurg¢ oznaczania etanolu
metoda headspace, co pozwala na réwno-
czesne oznaczanie innych zwiazkow lotnych
we krwi.

¢ Opracowano chromatograficzna (GC) meto-
d¢ z zastosowaniem SPME. Ze wzgledu na
potaczenie analizy fazy nadpowierzchniowe;j
z selektywna adsorpcja na witoknie, metoda
pozwala na oznaczanie analitbw nawet na
fizjologicznych poziomach stgzen.

¢ Obie opracowane metody analityczne, ze
wzgledu na swoja prostotg oraz fakt, ze sa
»przyjazne dla srodowiska”, moga by¢ reko-
mendowane do wykorzystania w laborator-
iach klinicznych i sadowych.

¢ Opracowane metody wykorzystano do oceny
przydatnosci zwiazkow lotnych jako marke-
réow choroby alkoholowe;j.

¢ Z przebadanej grupy zwiazkéw najefektyw-
niejszym markerem okazat si¢ metanol.

¢ Stwierdzono, ze eliminacja metanolu u oso6b
uzaleznionych zachodzi réwnolegle z eli-
minacja etanolu.

¢ Szybkos¢ eliminacji etanolu u oséb uzalez-
nionych znacznie przewyzszata wartos¢
przyjmowana w retrospektywnych oblicze-
niach st¢zenia etanolu.

¢ Stezenia zwiazkow lotnych we krwi o0sob
uzaleznionych byly znaczaco wyzsze w po-
rownaniu do 0sob pijacych okazjonalnie.

¢ Korelacja pomigdzy poziomami zwiazkow
lotnych a biochemicznymi markerami choro-
by alkoholowej bylta staba. Oznacza to, ze na
stezenie zwiazkow lotnych we krwi moze nie
mie¢ wptywu stan watroby badanej osoby,
aprzyczyn podwyzszenia ich poziomu
nalezy upatrywa¢ w innych zrodtach.

BIBLIOGRAFIA

1) Barz J., Sprung R., Freudenstein P., Nimmerrichter A.,
Lesch O.M., Jacob B. (1988). Investigations on methanol
kinetics in alcoholics. Blutalkohol, 25, 163-171.

2) Bilzer N., Penners B.M., Conrad A. (1991) Die Metha-
nolkinetik bei chronischem Alkoholismus. Blutalkohol, 28,
377-392.

3) DzU 1997, nr 98, poz. 602; zm. Nr 123, poz.779 oraz nr
160, poz.1086.

4) European Pharmacopeia. (1987). 2nd Edition, Sainte
Ruffine, France.

Zastosowania metod statystycznych w badaniach naukowych II e Krakéw 2003 e StatSoft Polska



Optymalizacja i walidacja metod oznaczania etanolu i innych zwigzkow lotnych we krwi. Poszukiwanie markerow...

5) Gilg Th.,, von Meyer L., Liebhardt E. (1987). Formation
and accumulation of endogenous methanol under the
influence of ethanol. Blutalkohol, 24, 321-332.

6) Haftner H.-Th., Banger M., Graw M., Besserer K., Brink
T. (1997). The kinetics of methanol elimination in
alcoholics and the influence of ethanol. Forensic Science
International, 89, 129-136.

7) Haffner H.-Th., Wehner H.-D., Scheytt K.-D., Besserer
K (1992). The elimination kinetics of methanol and the
influence of ethanol. International Journal of Legal
Medicine, 105, 111-114.

8) Iffland R., Schmidt V., Ohmichen M., Schmidtmann U.,
Norpoth, T. (1988). Aceton- und Isopropanol-Konzen-
tration im Blut Abhéngigkeit vom akuten und chronischen
Alkoholkonsum (Alkoholismus). Blutalkohol 25, 80-96.

9) Jones AW. (2000). Elimination half-life of acetone in
humans: case reports and review of the literature. Journal
of Analytical Toxicology, 24, 8-10.

10) Jones AW., Sternebring B. (1992). Kinetics of ethanol and
methanol in alcoholics during detoxification Alcohol
& Alcoholism, 27, 641-647.

11) Massart D.L., Vandeginste B.G.M., Deming S.N.,
Michotte Y., Kaufman L. (1989). Chemometrix: a text-
book, vol.2, Elsevier, Amsterdam.

12) Musshoff F., Daldrup Th., Bonte W., Leitner A.,
Nimmerichter A., Walter H., Lesch O.M. (1995).
Ethanolunabhédngige Methanolelimination bei chronischen
Alkoholikern. Blutalkohol, 32, 317-336.

13) Musshoff F., Dalrup Th. (1998). Determination of
biological markers of alcohol abuse. Journal of
Chromatography B, 713, 245-264.

14) National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism
(NIAAA). (1998). The Economic Costs of Alcohol and
Drug Abuse in the United States, Bethesda, USA.

15) Saunders JB. (1993). Development of the Alcohol Use
Disorders Identification Test (AUDIT): WHO Collabo-
rative Project on Early Detection of Persons with Harmful
Alcohol Consumption. Addiction 88, 791-804.

16) Zuba D. (1999). The determination of ethanol and other
volatile compounds in biological fluids. Beitrdge zur
Analytischen Chemie, Umweltanalytik und Chemometrik,
FSU Jena, 3, 9-15.

17) Zuba D., Chlobowska Z., Parczewski A. (1997) Identifi-
cation of alcoholic beverages on the basis of quantitative
analysis of impurities. Problems of Forensic Sciences, 35,
42-58.

18) Zuba D., Chtobowska Z., Parczewski A. (1998) Analysis
of volatile organic compounds in blood of people consu-
ming alcoholic drinks by means of gas chromatography.
Problems of Forensic Sciences, 38, 36-55.

19) Zuba D., Gubata W., Piekoszewski W., Pach J., Parczew-
ski A. (2002). Methanol as a marker of alcohol addiction.
Problems of Forensic Sciences, 49, 59-72.

20) Zuba D., Parczewski A. Optimization of solid phase
microextraction conditions for GC determination of
volatiles. Proceedings of the 39" TIAFT Triennial
Meeting, Praga 2001.

21) Zuba D., Parczewski A. (2001). Usefulness of volatiles
determination for screening of alcohol addicted drivers.
Proceedings of the 5™ International Symposium on
Forensic Sciences, Liptovsky Jan, P 22, 1-6.

22) Zuba D., Parczewski A. (2001). Wykorzystanie metod
chemometrycznych w ocenie danych do kalibracji w wie-
losktadnikowej analizie chromatograficznej. Materialy
konferencyjne I Konferencji ,, Chemometria — metody i zas-
tosowania”, 93-101.

23) Zuba D., Parczewski A., Chtobowska Z. (2001). Random
error propagation in gas chromatographic analysis. Chemia
Analityczna, 46, 653-667.

24) Zuba D., Piekoszewski W., Pach J., Winnik L., Parczewski
A. (2002). Concentration of ethanol and other volatile
compounds in the blood of acutely poisoned alcoholics.
Alcohol, 26/1, 17-22.

25) Zuba D., Parczewski A., Reichenbédcher M. (2002). Opti-
mization means of solid phase microextraction conditions
for gas chromatographic determination of ethanol and
other volatile compounds in blood. Journal of Chroma-
tography B, 773/1, 75-82.

26) Zuba D., Parczewski A., Rozanska M. Effect of salt
addition on sensitivity of HS-SPME-GC method of
volatiles determination. Proceedings of the 39" TIAFT
Triennial Meeting, Praga 2001.

Zastosowania metod statystycznych w badaniach naukowych II e Krakéw 2003 e StatSoft Polska



