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Программа усовершенствования для среднего медицинского персонала  по темам: 

"Применение газовой хроматографии для определения этанола и летучих ядов в биологических объектах" 

"Исследование подлинности и токсикологической безопасности спиртных напитков"

(курс практических занятий, 1 неделя)

Тема 1.1. Основы газовой хроматографии, принципы идентификации в хроматографии, типы хроматографических колонок, градуировочные смеси для идентификации веществ и количественного хроматографического анализа. Выбор состава компонентов градуировочных смесей для различных типов хроматографического анализа.


Специфичное и неспецифичное детектирование в хроматографическом  анализе алкоголя и определении летучих ядов. Совместимость хроматографичнеских методов, использующих пламенно-ионизационное и масс-спектрометрическое детектирование.  

Критерии выбора хроматографический колонок для экспрессного определения этанола и для расширенного многокомпонентного анализа на летучие яды. Опыт применения колонок  HP-BALK, HP-FFAP и HP-PLOT-Q и НР-5MS в химико-токсикологическом анализе. 

Тема 1.2. Анализ спиртов этиловых и спиртных напитков  на соответствие ГОСТ, выявление природы спирта, определение посторонних (в т.ч. токсичных) компонентов, содержащихся в пробе.

Принципы определения летучих веществ с использованием и без использования алкилнитритных производных.

Определение спиртов и летучих растворителей методом «Парофазного Анализа при Комнатной Температуре». Основные методические  принципы, устройство хроматографической аппаратуры,  метрологические характеристики метода.

Количественный хроматографический анализ. Принципы количественного анализа по методу внутреннего и внешнего стандарта. Выбор внутреннего стандарта для определения алкоголя и летучих ядов. 

Для среднего медицинского персонала основной акцент будет сделан на следующие практические аспекты анализа: подготовка рабочего места, контроль загрязнений в лаборатории и  методы подготовки пробы. 

Практическое занятие: подготовка рабочего места для ГХ-ДИП анализа. Включение прибора и подготовка  к работе. Настройка прибора,  Программное обеспечение ChemStation - обзорное практическое занятие. Обучение основным принципам работы с программным обеспечением ChemStation. Условия анализа, создание файла "метод" (условия анализа) и работа с ним. Процедура хода анализа.  Контроль фона прибора: анализ реактивов на наличие примесных веществ в ручном режиме и с использованием автосамплера. 

Тема 2.1. Пробоподготовка. Выбор методик пробоподготовки при анализе различных биологических объектов (мочи, крови, слюны). Информативность при анализе различных биологических объектов. Правила и способы отбора и хранения проб. Консервация проб крови и слюны фторидом натрия.  Методы статической и динамической парофазной экстракции. Основные критерии и принципы выбора методов экстракции. 
Тема 2.2. Техника изготовления градуировочных смесей, принцип “двойного контроля” (контролируется масса и  объем  компонентов, вводимых в смесь,  на всех этапах ее приготовления). Техника количественного ввода в смесь легколетучих компонентов. Оценка качества приготовленной смеси, критерии правильности. Наиболее вероятные погрешности и ошибки при изготовлении градуировочных смесей и их анализе, приемы выявления ошибок и оценка погрешности при количественном анализе. Контроль состояния градуировочных смесей их деградация, химические взаимодействия между компонентами градуировочных смесей. 

Тема 2.3.  Применение методов хроматографии для идентификации природы спирта - синтетического и полученного биохимическим способом. Определение денатурирующих агентов в технических спиртсодержащих жидкостях и в  спиртоводочной продукции (как показатель фальсификации). Виды денатурирующих агентов, применяемых в странах СНГ и в странах ЕЭС. Опыт применения  хроматографии, хромато-масс-спектрометрии и спектрометрии в УФ и видимом диапазоне для выявления фальсифицированных спиртных напитков,  и виноматериалов. Виды фальсификации водок, виды фальсификации коньяка и коньячного спирта, комплексная методика идентификации их подлинности.
Методика определения возраста коньяков и коньячных спиртов с применением хроматографических и спектрометрических методов.

Практическое занятие: Приготовление стандартных градуировочных растворов (смесей). Градуировка прибора, количественный анализ по методу внутреннего и внешнего стандарта, приемы работы с  внутренним стандартом. 

Подготовка пробы мочи (слюны, крови) для  анализа. Анализ пробы мочи не содержащей определяемых веществ, анализ пробы мочи с известным содержанием определяемых веществ. Возможные искажения результатов анализа за счет веществ, образующиеся в загрязненном  инжекторе хроматографа при вводе пробы, способы контроля и устранения.  Наиболее вероятные причины повышения фонового сигнала хроматографического детектора, выявление источника “фона”, способы его устранения.  Появление “посторонних” пиков на хроматограмме, не характерных исследуемых объектов, способы выявления природы пика, принципы идентификации подобных  неизвестных соединений с использованием методики многокомпонентного газохроматографического анализа и хромато-масс-спектрометрии. Применение двух хроматографических колонок различной полярности для надежной идентификации летучих веществ методом газовой хроматографии.

Процедура анализа в автоматическом и ручном режиме. Анализ единичной пробы и серии проб.     

Практическое занятие: Анализ крови, мочи, слюны  на  содержание этанола  на хроматографе МХК  и наличие летучих ядов методами газохроматографического анализа  и хромато-масс-спектрометрии. Оценка специфичности, правильности и надежности результатов.  

Тема 3.1. Проверка технического состояния и обслуживание хроматографов МХК, Маэстро 7820, Agilent 6890 (6850)N, замена полимерной мембраны в устройстве ввода хроматографа, чистка инжектора со снятием  диска деления потока (split disk), замена лайнера, чистка детектора,  установка и проверка колонки.
Обслуживание пламенно-ионизационного детектора. Анализ состояния детектора, допустимые изменения параметров настройки, недопустимые изменения параметров настройки указывающих на необходимость чистки детектора. 

Проверка систем газового хроматографа на герметичность после проведения работ по обслуживанию прибора.  Способы введения пробы, типы лайнеров. 

Выбор условий хроматографического анализа, оптимизация процесса разделения на примере пары компонентов: изо-пропанол/этанол. 

Практическое занятие 3: Продолжение обучения приемам хроматографического   анализа проб мочи, слюны  и крови на содержание этанола и  наличие летучих ядов, анализ серии проб, создание последовательности. Обработка результатов анализа. Интегрирование хроматографических пиков, идентификация по времени удерживания Трансляция хроматографических методов с прибора на прибор без анализа веществ сравнения.
Практическое занятие 4: Анализ технических и пищевых спиртов. Анализ самогона и других напитков домашней выгонки, оценка их токсикологической безопасности
Тема 4.1.  Основные принципы работы программы Фиксации Времен Удерживания (Retention Time Loking, RTL). Условия анализа при определении летучих веществ. Преимущества "быстрой" хроматографии при массовом анализе. RTL-библиотеки  времен удерживания для идентификации летучих ядов. Принципы идентификации веществ, имеющих одинаковое время удерживания. 

Критерии надежности  идентификации соединений по времени хроматографического удерживания.  Ошибки идентификации летучих ядов, наложение хроматографических пиков разных веществ  при проведении многокомпонентного анализа. Способы выявления наложений, использование хроматографических колонок разных типов для разделения компонентов с близкими временами удерживания. Способы идентификации соединений, имеющих близкие времена удерживания, техника работы по методу “добавок”. 

Тема 5.1. Ложноположительные и ложноотрицательные результаты в химико-токсикологическом анализе на алкоголь и летучие яды. Приемы оперативного контроля правильности. 
Тема 5.2. Возможные искажения результатов анализа за счет веществ, образующиеся в загрязненном  инжекторе хроматографа при вводе пробы, способы контроля и устранения.  Наиболее вероятные причины повышения фонового сигнала хроматографического детектора, выявление источника “фона”, способы его устранения.  Появление “посторонних” пиков на хроматограмме, не характерных для  спиртных напитков, способы выявления природы пика, принципы идентификации подобных  неизвестных соединений с использованием методики многокомпонентного газохроматографического анализа и хромато-масс-спектрометрии. 

Практическое занятие 6: Анализ подлинных и фальсифицированных водок и вин.
Тема 5.1. Обнаружение и количественный анализ нелетучих антифризов (этиленгликоля, диэтиленгликоля и их аналогов) в моче, способы подготовки пробы и выбор внутреннего стандарта. 

Тема 6.1. Организация работы современной аналитической лаборатории. Контроль качества измерений (QC) в химико-токсикологическом анализе.  

Принципы "Образцовой Лабораторной Практики" (Good Laboratory Practice),

 GLP) как часть системы ISO 17025.  Приемы и методы "Образцовой лабораторной практики" в токсикологическом анализе, организация работы современной химико-токсикологической лаборатории: отбор и хранение проб, оформление документации - ведение лабораторных журналов, архива с результатами анализов, результаты контрольных анализов, результаты проверки и настройки оборудования.   

Определение понятия аналитического качества. 

Факторы влияющие на качество аналитических измерений. Краткий обзор Контроля Качества Измерений.  Терминология, Истиннооложительные результаты, try positive (TP), Истинноотрицательные результаты, try negative (TN), Ложноположительные результаты, false positive (FP), Ложноотрицательные результаты, false negative (FN), Чувствительность, Специфичность, Превалирование, Положительные прогнозируемые данные, Отрицательные прогнозируемые результаты, Точность, Предел обнаружения, limit of detection (LOD), Предел определения, limit of quantification (LOQ), Доверительная вероятность.


Тема 6.2.Планирование Контроля Качества Измерений (QC):  Контрольные образцы, Типы ошибок,  Статистический контроль,  Контрольные документы,  Внутренний контроль качества измерений,  Оценка превалирования (положительных образцов в серии),  Подтверждающее тестирование,  Контроль подтверждающего тестирования

Внешний контроль качества измерений (Программы Профессионального Тестирования),  Основные цели Профессионального Тестирования, Типы профессионального тестирования: Обучающий, Аккредитационный.

· Программы аккредитации

· Открытое и слепое профессиональное тестирование

· Разработка программ профессионального тестирования

· Программный протокол

Выбор формы участия, Сбор и анализ данных,  Обратная связь с участниками

Практическое занятие 7: Анализ подлинных и фальсифицированных коньяков, виски.
Контрольные вопросы по темам теоретического и практического занятия. Анализ неизвестной пробы, контроль правильности идентификации.  
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