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Abstract

Crimes where victims are first incapacitated with volatile sleeping or anaesthetic agents are fairly untypical, but are being re-
ported increasingly frequently. Agents used during the commission of a criminal offence of this kind have characteristics of inha-
lation anaesthetics. They penetrate the organism through the respiratory tract due to their volatility, and then they act on the
central nervous system. They are used for general anaesthesia in medical treatment. In this work, two complementary methods
have been evaluated — gas chromatography with flame ionisation detection (GC-FID) and gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS), developed for detection, identification and quantification of volatile organic compounds, including inha-
lation anaesthetics in biological material (blood, urine, internal tissue specimens) and in various industrial products (glues, clean-
ing liquids, aerosols, paints). Because of their high resolution, these methods can also be applied to analysis of multicomponent
mixtures, consumption of which could cause poisoning. The usefulness of the developed methods for forensic purposes was dem-
onstrated in the analysis of blood and unknown liquid samples encountered during routine expert opinion work. Poisoning with
a mixture of chloroform and carbon tetrachloride and also administration of sevoflurane during an operation were confirmed.
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1. Introduction are used to characterise and compare the activity of
particular inhalational anaesthetics:

Anaesthetics are substances used for controlled, re- — solubility in blood and fats, defined by the blood-
versible (temporary) and complete stopping of pain, gas partition coefficient, which describes the rapid-
consciousness and reflexes of the treated person. Vola- ity of anaesthetic induction and awakening and the
tile liquids, e.g. diethyl ether, chloroform, diethyl blood-fat partition coefficient, which measures its
chloride, halothane and gases, e.g. nitrous oxide, eth- potency;
ylene and cyclopropane are the best known and earli- — the minimum alveolar concentration defining the
est used inhalational anaesthetics. Apart from anaes- potency of the inhalation anaesthetic. It is defined
thetic action, many of these compounds are character- as the minimum concentration of anaesthetic va-
ised by psychoactive and hallucinogenic effects; thus pours in alveolar air, which prevents 50% of pa-
many of them are used for the purpose of intoxication. tients from responding to skin incision;

Due to their toxic properties, in medical treatment they — the coefficient o which characterises the time taken
have been substituted by modern, less harmful or even for the action to take effect; the higher the value of a,
harmless compounds such as enflurane, isoflurane, the longer the time necessary to induce anaesthesia;

sevoflurane and desflurane. The following parameters — toxicity and metabolism;
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— the volume percentage (vol %), meaning the per-
centage of the gas in the respiratory mixture.
Inhalation anaesthetics are considered potentially

dangerous pharmacological agents. This is because of
the fact that their toxic dose, causing respiratory fail-
ure, is only 2—4 times higher than the concentration in-
ducing the desired anaesthetic effect [14].

The first anaesthetic agent in modern history was
diethyl ether (1842) [6]. Then chloroform was applied
for general anaesthesia, nitrous oxide, particularly for
dental procedures (1844), cyclopropane (1929) and
trichloroethylene (1930). The major disadvantages of
these compounds (except nitrous oxide) were their
high toxicity (chloroform, trichloroethylene) and flam-
mability (cyclopropane).

The first non-flammable inhalation anaesthetic was
halothane introduced to use in 1956 [2]. It is a colour-
less, volatile liquid with a characteristic, pleasant
smell. It does not irritate the airways. It is character-
ised by strong hypnotic and weak analgesic activity. In
the anaesthetic mixture it is mixed with air, oxygen or
nitrous oxide. Because of its drawbacks (instability,
reactivity, weak analgesic effectiveness, high degree
of metabolism in the liver and accumulation in the or-
ganism during long anaesthesia, induction of respira-
tory and cardiovascular depression) the use of halotha-
ne was abandoned.

Currently, mainly halogen derivatives of ethers are
used for anaesthesia; amongst them are enflurane, iso-
flurane and sevoflurane. The newest of these is sevo-
flurane, which has been used since 1990. At room
temperature it is a colourless, volatile liquid with
a pleasant, fruity odour. It is an anaesthetic causing
strong skeletal muscle relaxation, but it is character-
ised by weak analgesic potency.

Crimes where volatile compounds are used to inca-
pacitate victim(s) have been reported for decades (in
the case of robberies committed in people’s homes
they are often referred to as “home-jackings”). A situa-
tion which took place in September 1944 in the USA
may be presented as an example. A small village, the
City of Mattoon, was terrorised by an unknown crimi-
nal referred to as the Anaesthetic Prowler, Mad Anaes-
thetist or Mad Grasser, who used an unidentified
volatile agent to poison the citizens. The case is still
open and it remains unclear whether it was mass hyste-
ria or the criminal really existed [7]. Well-known
French football player Patrick Viera was the victim of
a confirmed home-jacking. Burglars sprayed gas in-
side the building, which put the footballer and his fam-
ily to sleep, then they robbed the house [9]. A consid-
erable number of domestic crimes of this kind has been
reported in recent years. Police have recorded such

cases e.g. in Malopolska, Swigtokrzyska or Mazovia
Voivodeships [8].

In most cases, subsequent investigations have not
confirmed that the theft or break-in was performed us-
ing sleep-inducing agents.

Due to:

— the increasing number of cases where victims claim
that they were put to sleep, then robbed,;

— using compounds which do not leave macroscopic
traces, i.e. rapidly vanishing (evaporating) substan-
ces, as agents facilitating commission of other crimes
(arsons, burglaries, rapes, robberies and other of-
fences);

— accidental or intentional poisonings — most fre-
quently with the aim of intoxication using volatile
organic compounds (these have been known about
for years) [3, 4, 18];

— increasingly frequent cases of driving under the in-
fluence of or after using volatile compounds which
impair driving ability;

— occurrence of various toxic volatile compounds in
the environment [17];

it is necessary to constantly update, improve the effi-
ciency of and verify methods of detection and determi-
nation of these compounds in biological samples.

In the nineteen nineties many papers were pub-
lished concerning methods for detection and determi-
nation of gases, volatile liquids and inhalational
anaesthetics, most frequently involving the applica-
tion of gas chromatography with flame ionisation de-
tection (GC-FID) or gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS) to analysis of various
materials. Presently, the GC-MS technique is the most
commonly used one, with a variety of methods applied
for volatile compounds isolation. Kaneko et al. [11]
developed a screening method for detection and quan-
tification of 17 volatile organic compounds in blood
samples using cryogenic-oven trapping (COT).
Cirimele et al. [1] worked out a procedure for determi-
nation of 43 volatile organic compounds in air, which
was blown through columns filled with activated car-
bon. Then absorbed analytes were desorbed with car-
bon disulphide. Finnish researchers used the head-
space technique with a concentrator filled with Tenar
for blood analysis. After thermal desorption and chro-
matographic separation, volatile compounds, includ-
ing inhalation anaesthetics, were identified using the
FTIR and FID techniques. Recently they have auto-
mated the procedure and they have applied volatile
compounds isolation with automatic headspace in-tube
extraction (ITEX) [15].
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The aim of this work was to develop two methods
for determination of volatile organic compounds in bi-
ological material.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

All solvents originated from POCH S.A. (Polskie
Odczynniki Chemiczne, Gliwice, Poland) and Sigma
(Sigma-Aldrich, Poznan, Poland). A commercially
available mixture of volatile organic compounds
(8260B Calibration Mix #1A) at a concentration of
2 mg/ml, which was bought from Restek (Anchem,
Warsaw, Poland) constituted the standard solution.

2.2. Biological material

Control blood (analyte-free) used for development
of the method was obtained from a blood bank. Blood
samples originated from various persons. Blood sam-
ples and remains of liquid from forensic examinations
performed routinely at the Institute of Forensic Re-
search were used as the research material.

2.3. Liquid-liquid extraction
2.3.1. The GC-MS method

Two blood samples (0.2 ml) placed in Eppendorf
vials were spiked with cyclohexane (10 pl of 1% meth-
anol standard solution) as the internal standard (IS).
Next, 0.5 ml of n-pentane was added into both blood
samples. Samples were extracted for 30 s by vortexing,
and then centrifuged for 3 min at 8000 g. After this, the
organic layers were transferred to glass vials, and
tightly closed. To perform validation, the control
blood samples were subjected to the same procedure,
but they were also spiked with a standard solution of
volatile organic compounds to obtain a concentration
0f20.2 and 0.2 pg/ml.

2.3.2. The GC-FID method

Two blood samples (0.5 ml) put into glass vials of
10 ml capacity were spiked with isoamyl alcohol as the
IS (1.5 ml of 0.03%, v/v water solution of isoamyl al-
cohol). After tightly closing the vials, the samples
were subjected to the same procedure.

2.4. Analysis by the GC-MS method

A gas chromatograph (Focus GC) coupled with
a DSQ II mass spectrometer by Thermo Co. Electron
equipped with a quadrupole mass analyser was used in
the development of the GC-MS method. Separation
was conducted using an SPB-624 column by Supelco
(60 m long, 1.D. 0.5 mm, film thickness 1.4 um). The
temperature gradient started at 36°C and reached 200°C
after 40 minutes. The temperature gradient rate was
4°C/min. The splitless injector worked at 250°C. The
sample injection volume was 2 pl. The helium flow
rate through the column was 1.2 ml/min. The transfer
line was heated to 250°C and the ion source to 200°C.
Electron impact ionisation at an electron energy of
70 eV was applied. The mass scanning range was
25-300 amu.

Calibration was performed by analysis of control
blood samples, spiked with a mixture of volatile or-
ganic compounds (e.g. organic solvents, hydrocarbons
and their halogen derivatives) at concentrations of
20, 2 and 0.2 pg/ml. Identification of components was
carried out using retention times, relative retention
times and two or three fragmentation ions, characteris-
tic for a particular compound, also supported by an
NIST mass spectral library. The monitored ions and
the retention times of exemplary substances are pre-
sented in Table I.

Chromatograms of some identified compounds are
shown in Figures la and 1b. The limit of detection of
the developed method was estimated (based on a sig-
nal-to-noise ratio greater than 3) to be 100 ng/ml for all
analytes.

2.5. Analysis by the GC-FID method

A gas chromatograph (Focus GC) coupled with
a flame ionisation detector (FID) produced by Thermo
Co. was used when working out the GC-FID method.
Separation was performed using a BAC-2 column pro-
duced by Restek (30 m long, I.D. 0.32 mm, film thick-
ness 1.2 um). The temperature gradient started at 40°C,
which was maintained for 5 min, then the temperature
reached 65°C after 10 minutes. The temperature gradi-
ent rate was 5°C/min. After heating the sample for
5 min at 60°C, the headspace was analysed. The split-
less injector temperature was 150°C, injection volume
was 0.5 ml, and the helium flow rate was 10 ml/min.

In the GC-FID method, compound identification
was carried out using relative retention times. Exam-
ple chromatograms from the headspace analysis of an
analyte-free blood sample and a sample spiked with di-
ethyl ether are shown in Figure 2.
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Fig. 1a. Selected chromatograms of volatile organic compounds.

3. Application of the developed methods
3.1. Casel

A male was injured in the course of doing carpentry
(sawing wood). It was suspected that he had been
working under the influence of alcohol. A blood sam-
ple taken after medical treatment, that is after surgery
under general anaesthesia, was sent to the IFR. Analy-
sis for alcohol was negative, but an unknown peak ap-
peared in the chromatogram.

3.2. Casell

A young male, age 22, was brought to a hospital in
a coma after a suicide attempt. According to wit-
nesses’ statements, he had drunk an unknown liquid,
most probably an organic solvent, which was inferred
on the basis of an intensive chemical odour. A blood
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sample collected from the man and the secured liquid
were submitted for investigation.

4. Results and discussion

There are no articles in the available professional
literature about crimes that have been proved to have
been facilitated by inhalation anaesthetics. However,
a considerable number of press reports and police sta-
tistics allow us to suppose that crimes of this type may
take place [4].

Most methods for analysis of volatile organic com-
pounds, including inhalation anaesthetics, in biologi-
cal and non-biological material were developed many
years ago, and have been successfully applied in nu-
merous analytical laboratories to this day. Initially,
GC-FID was the technique of choice, while currently it
is GC-MS. Most often, methods of isolation of volatile
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Fig. 1b. Selected chromatograms of volatile organic compounds.

compounds from various matrices are modified de-
pending on the purpose of analysis. It is frequently
necessary to determine inhalation anaesthetics in blood
samples collected during surgical intervention [12,
16], when fatal incidents occur and there is a suspicion
of inappropriate application of anaesthetic [21]. Chiral
methods have been also worked out to investigate me-
tabolism of these substances, e.g. for isoflurane, which
is used in the form of a racemate in anaesthesia [10].
In this work, a simple liquid-liquid extraction
method from small blood samples (0.2 or 0.5 ml) using
n-pentane without a concentration step was developed.
The application of a multicomponent standard mixture
allowed us to demonstrate the selectivity of the elabo-
rated GC-MS and GC-FID methods. The specificity of
the method was investigated by analysis of control
blood samples collected from various persons.
Analysis of the blood sample collected from the
male after surgery (case I) showed its usefulness for
detection of sevoflurane after administering a thera-
peutic dose. A chromatogram of the analysed sample
together with the mass spectrum of sevoflurane are
presented in Figures 3 and 4. An initial indication of
the most probable compound was obtained from the
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mass spectral library and characteristic ions, m/z = 69,
131, 181. The presence of sevoflurane was confirmed
on the basis of spiked blood analysis performed in the
same conditions.

In the literature, there are many references to acute
or fatal poisonings with volatile organic compounds.
There have been reports of deaths caused by inten-
tional inhalation with chlorinated derivatives of meth-
ane, ethane and other compounds with the aim of
becoming intoxicated [5, 14, 19]. Practices of this kind
are also common in Poland, frequently leading to
death after nasal inhalation of various solvents [20] or
gasoline [18]. Cases of poisonings with volatile or-
ganic compounds have also been noted in the practice
of the Institute of Forensic Research. The last of these
concerned oral consumption of a mixture of solvents
for suicidal purposes (case II). A fragment of a chro-
matogram of a blood sample, in which chloroform and
carbon tetrachloride were identified is presented in
Figure 5. The identification was performed, similarly
to the sevoflurane case, using the mass spectral library
and by analysis of a sample spiked with a standard in
the same conditions, as well as by relative retention
times.
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TABLE I. RETENTION TIMES (RT), RELATIVE RETENTION TIMES (RRT) AND SELECTED IONS [m/z] FOR VOLATILE
COMPOUNDS DETECTED IN BLOOD

RT [min] RRT [m/z]
Sevoflurane 8.86 0.541 69; 131; 181
1,1,2-trichlorotrifluoroethane 10.02 0.612 101; 103; 151
Iodomethane 10.45 0.638 142
Carbon disulfide 10.67 0.651 44,76
3-chloropropene 10.97 0.670 41;76
Acrylonitrile 11.41 0.697 26;52;53
Trans-1,2-dichloroethylene 12.05 0.736 61;96; 98
1,1-dichloroethane 13.20 0.806 63; 65,27
Chloroprene 13.44 0.821 53; 88; 90
Methyl acrylate 15.02 0.917 27; 55; 85
Bromochloromethane 15.46 0.944 49; 128; 130
Tetrahydrofurane 15.56 0.950 42:71;72
Chloroform 15.66 0.956 83; 85; 87
1,1,1-trichloroethane 16.20 0.989 61;97; 99
Cyclohexane (IS) 16.38 1.000 41; 56; 84
1,1-dichloropropene 16.66 1.018 39;75; 77
Carbon tetrachloride 16.70 1.020 117;119; 121
Isobutanol 16.84 1.028 31;41;43
Benzene 17.25 1.053 51;77;78
Trichloroethylene 19.10 1.166 130; 132; 97
1,2-dichloropropane 19.77 1.207 41;61; 63
Methyl methylacrylate 19.98 1.220 41; 69; 100
Dibromomethane 20.14 1.230 93;95; 174
Bromodichloromethane 20.58 1.256 83; 85; 129
mtxtx1412-nitropropane 21.23 1.296 27;41; 43
Cis-1,3-dichloropropylene 21.92 1.338 75;77; 110
Toluene 22.97 1.402 65;91;92
Trans-1,3-dichloropropylene 23.64 1.443 39;75; 77
Ethyl methacrylate 23.82 1.454 41; 69; 86
1,1,2-trichloroethane 24.24 1.480 97, 83; 61
1,3-dichloropropane 24.79 1.513 76; 41
Chlorobenzene 27.57 1.561 112; 77
Tetrachloroethane 27.87 1.701 131
Bromoform 30.42 1.857 173;171; 252

The submitted liquid was analysed as well. The
analysis revealed the presence of carbon tetrachloride,
carbon disulphide, trichloroethene and tetrachloro-

ethene, bromotrichloromethane, toluene and hexachlo-

roethane (avlothane).
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Fig. 4. Part of blood sample chromatogram — chloroform
and carbon tetrachloride detected. Mass spectra of the de-
tected compounds in the insets.

Up till now, in numerous cases submitted to the In-
stitute of Forensic Research, in which application of
incapacitating agents to facilitate commitment of
crimes such as robbery or burglary has been suspected,
experts have not succeeded in detecting any volatile
organic compounds in biosamples (blood, urine) col-
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Fig. 5. Diethyl ether in blood sample (detected by means of

GC-FID method).

lected from victims. In an incident which took place
during the heating season, due to use of gas central
heating, the use of all flammable or explosive com-
pounds, e.g. diethyl ether, could be ruled out. Some
victims complained of head-aches, vertigo or nausea
several hours after waking up. Although there was
a lack of other symptoms in rarely performed physical
examinations or changes in a variety of biochemical
indicators, this was an insufficient basis for categori-
cally ruling out use of agents characterised by a low
therapeutic safety index. The kinds of agents used to
incapacitate victims during home-jackings and similar
crimes are still unknown.

5. Summary

Both developed methods allowed us to rule out or
confirm the presence of volatile organic substances,
including anaesthetics, in biological (blood) and non-
biological (liquid) material. These substances may be
used for various purposes, including crimes (arsons,
burglaries, rapes and robberies — if the latter are com-
mitted in people’s homes they are frequently referred
to as home-jackings), in biological (blood) and non-bi-
ological (liquid) material. These methods have been
introduced into routine forensic practice at the Insti-
tute of Forensic Research.

The proposed GC-MS method is more versatile,
because it enables identification of a mixture of vola-
tile compounds, present in different concentrations
and also of an inhalation anaesthetic in blood at a ther-
apeutic concentration within a single run. The identifi-
cation is based on two factors: relative retention time
and the mass spectra of at least two ions.

Problems of Forensic Sciences 2008, LXXV, 314-325
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ANESTETYKI WZIEWNE W MATERIALE BIOLOGICZNYM

1. Wstep

Anestetyki zwane inaczej srodkami znieczulajacymi
sa to substancje pozwalajace na kontrolowane, odwra-
calne (czasowe) i calkowite zniesienie bolu, swiadomosci
i odruchéw obronnych osoby znieczulanej. Do najbar-
dziej znanych i najwczes$niej uzywanych anestetykow
wziewnych naleza lotne ciecze, np. eter dietylowy, chlo-
roform, chlorek etylowy, halotan oraz gazy, np. podtle-
nek azotu, etylen i cyklopropan. Oprdcz dziatania znie-
czulajacego, wicle z tych zwiazkow charakteryzuje si¢
wiasciwos$ciami psychoaktywnymi i halucynogennymi,
dlatego tez stosowane sa w celu odurzania si¢. Ze wzgle-
du na ich toksyczne wlasciwosci zostaly zastapione
w medycynie nowoczesnymi, mniej szkodliwymi lub
nieszkodliwymi zwiazkami, jak enfluran, izofluran, se-
wofluran i desfluran. W celu scharakteryzowania oraz
poréownania dziatania poszczegolnych substancji stoso-
wanych do znieczulania droga oddechowa wykorzystuje
si¢ nastgpujace parametry:

— rozpuszczalno$¢ we krwi i tluszczach definiowana
przez wspotczynnik podziatu krew-gaz, ktory okresla
szybkos¢ indukcji znieczulenia i wybudzania oraz
wspolcezynnik podziatu krew-tuszcz, co jest miarg sity
dzialania;

— wspotczynnik MAC (najmniejsze st¢zenie pgcherzy-
kowe, ang. minimum alveloar concentration) okres-
lajacy site dzialania anestetycznego Srodka wziew-
nego. Jest to minimalne stgzenie $rodka anestetycz-
nego w powietrzu pgcherzykowym, przy ktorym 50%
pacjentéw nie reaguje na nacigcie skory;

— wspolezynnik a charakteryzujacy czas wystapienia
dziatania; im wigksza warto$¢ a, tym diuzszy czas
jest potrzebny na indukcje znieczulenia;

— toksyczno$¢ i metabolizm;

— procent objgtosciowy (vol %), czyli procentowa za-
warto$¢ gazu w mieszaninie oddechowe;.

Anestetyki wziewne zaliczane sa do potencjalnie nie-
bezpiecznych $rodkow farmakologicznych. Wynika to
z faktu, ze dawka toksyczna, powodujaca niewydolnos¢
krazenia, jest tylko 2—4 razy wigksza od stgzenia wy-
wolujacego pozadany efekt anestetyczny [14].

Pierwszym zastosowanym S$rodkiem znieczulajacym
w historii nowozytnej byt eter dietylowy (1842) [6]. Na-
stepnie do znieczulenia ogdlnego zaczgto stosowac chlo-
roform, podtlenek azotu szczegdlnie w zabiegach stoma-
tologicznych (1844), cyklopropan (1929) czy trichloro-
etylen (1930). Gtéwna wada tych srodkéw (z wyjatkiem
podtlenku azotu) byta ich wysoka toksyczno$¢ (chloro-
form, trichloroetylen) i tatwopalno$¢ (cyklopropan).

Pierwszym niepalnym anestetykiem wziewnym byt
halotan wprowadzony do uzycia w 1956 roku [2]. Jest on
bezbarwna, lotng cieczg o charakterystycznym, przyjem-
nym zapachu. Nie drazni drog oddechowych. Charakte-
ryzuje si¢ silnym dzialaniem usypiajacym 1 stabym
przeciwbolowym. W mieszaninie znieczulajacej taczony
jest z powietrzem, tlenem badz z podtlenkiem azotu. Ze
wzgledu na jego wady (nietrwalo$¢ i reaktywnos$¢, stabe
dziatanie analgetyczne, wysoki stopien metabolizmu
w watrobie i kumulowanie si¢ w organizmie w czasie
dtugotrwalych znieczulen, powodowanie depres;ji uktadu
krazeniowego i oddechowego), odstapiono od jego sto-
sowania.

Obecnie uzywane srodki znieczulajace to glownie ha-
logenopochodne etery. Naleza do nich m.in. enfluran,
izofluran i sewofluran. Najnowszym z nich jest sewoflu-
ran stosowany od 1990 roku. W temperaturze pokojowe;j
jest to bezbarwna, lotna ciecz o przyjemnym, owocowym
zapachu. Jest anestetykiem powodujacym silne zwiot-
czenie migsni szkieletowych, lecz charakteryzuje si¢ sta-
bym dziataniem analgetycznym.

Doniesienia o przestgpstwach, tzw. kradziezach ,,na
$piocha”, w ktorych jako narzedzie stuzace do obezwtad-
nienia ofiary staly si¢ lotne zwiazki, znane sa od kil-
kudziesigciu lat. Przykladem moze by¢ zdarzenie, ktore
miato miejsce we wrzesniu 1944 w Stanach Zjednoczo-
nych. Male miasteczko City of Mattoon zostato sterrory-
zowane przez nieznanego sprawcg nazwanego Anesthe-
tic Prowler, Mad Anesthetist lub Mad Gasser, ktory uzy-
wat niezidentyfikowanego $rodka lotnego do podtruwa-
nia mieszkancow. Sprawa nie zostata rozwigzana i nie
wiadomo, czy byla to tylko zbiorowa histeria, czy tez
przestgpca rzeczywiscie istniat [7]. Ofiara realnej kra-
dziezy ,,na $piocha” stat si¢ znany francuski pitkarz Pa-
trick Viera. Wlamywacze rozpylili wewnatrz budynku
gaz, ktory uspit pitkarza i jego rodzing, a nastgpnie obra-
bowali dom [9]. W ostatnich latach pojawita si¢ spora
liczba krajowych doniesien o tego typu kradziezach. Po-
licja notowata takie przypadki m.in. w wojewodztwie
matopolskim, §wigtokrzyskim czy mazowieckim [8].

W wigkszoS$ci spraw pozniejsze §ledztwa nie potwier-
dzily, ze kradziez badZ wlamanie zostaty dokonane z wy-
korzystaniem $rodkoéw usypiajacych.

Ze wzgledu na:

— rosnacg liczbg przypadkow, w ktorych osoby poszko-
dowane twierdza, ze zostaly uspione, a nastgpnie
okradzione;

— uzywanie zwiazkow niepozostawiajacych makrosko-
powych §ladéw, czyli szybko ulatniajacych sig, jako
srodkow ulatwiajacych dokonanie innych prze-



Anestetyki wziewne w materiale biologicznym

323

stepstw (podpalen, wltaman, zgwalcen, grabiezy i in-

nych szkdd kryminalnych);

— znane od dawna zatrucia przypadkowe i rozmyslne,
najczesciej w celu wprowadzenia si¢ w stan odu-
rzenia lotnymi zwiazkami organicznymi [3, 4, 18];

— coraz czgstsze prowadzenie samochodu pod wpty-
wem lub po uzyciu lotnych zwiazkéw uposledza-
jacych zdolno$¢ kierowania;

— wystgpowanie réznych toksycznych lotnych zwiaz-
kéw w §rodowisku [17];

zachodzi koniecznos$¢ ciagltego aktualizowania, posze-
rzania wydolnosci 1 weryfikacji metod wykrywania
i oznaczania tych zwiazkéw w bioprobkach.

W latach 90. dwudziestego wieku opublikowano wie-
le metod wykrywania i oznaczania gazow, lotnych cieczy
1 anestetykow wziewnych najczgsciej z zastosowaniem
technik chromatografii gazowej z detekcja ptomieniowo-
jonizacyjna (GC-FID) oraz chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometria mas (GC-MS) w réznych
materiatach. Obecnie technika GC-MS jest czgsciej uzy-
wana, ale stosuje si¢ rozne metody izolacji zwiazkow lot-
nych z matrycy. Kaneko i in. [11] do metody przesie-
wowego wykrywania i oznaczania 17 lotnych zwiazkow
organicznych w probach krwi wykorzystali technike wy-
chwytu lotnych zwiazkéw do komory kriogenicznej
(ang. cryogenic-oven trapping, COT). Cirimele i in. [1]
opracowali procedurg oznaczania 43 lotnych zwiazkow
organicznych w powietrzu, ktore przepuszczali przez ko-
lumny wypetione weglem aktywnym, a zaabsorbowane
zwiazki desorbowali za pomoca disiarczku wegla. Ba-
dacze finscy absorbowali faz¢ nadpowierzchniowa znad
krwi w koncentratorze wypelionym Tenarem. Po ter-
micznej desorpcji i rozdziale chromatograficznym lotne
zwiazki, w tym anestetyki wziewne, byty identyfikowane
za pomoca metody FTIR 1 FID [16]. Ostatnio zautomaty-
zowali oni procedurg i stosuja izolacjg zwiazkow lotnych
z fazy nadpowierzchniowej w automatycznym podajniku
probek wyposazonym w probnik sorpcyjny (ang. head-
space in-tube extraction, ITEX) [15].

Celem niniejszych badan byto opracowanie dwoch
metod oznaczania lotnych zwiazkéw organicznych z ma-
teriatu biologicznego.

2. Material i metody
2.1. Odczynniki

Wszystkie rozpuszczalniki pochodzity z firmy POCH
S.A. (Polskie Odczynniki Chemiczne, Gliwice) i Sigma
(Sigma-Aldrich Polska, Poznan). Roztwory wzorcowe
stanowita dostgpna handlowo mieszanina lotnych zwiaz-
kow organicznych (8260B Calibration Mix #1A) o stgze-
niu 2 mg/ml, ktore nabyto w firmie Restek (Anchem,
Warszawa).

2.2. Materiat biologiczny

Krew kontrolna (wolna od analitow) stosowana do
opracowania metody otrzymano ze stacji krwiodawstwa.
Probki krwi pochodzity od ré6znych osob. Materiat do ba-
dan stanowily proby krwi i resztki ptynu pochodzace
z ekspertyz rutynowo opracowywanych w Instytucie
Ekspertyz Sadowych.

2.3. Ekstrakcja ciecz-ciecz
2.3.1. Metoda GC-MS

Do dwoch prob krwi (0,2 ml) umieszczonych w fiol-
kach Eppendorfa dodawano jako standard wewngtrzny
(IS) cykloheksan (10 pl metanolowego roztworu o stg-
zeniu 1%, v/v). Nastgpnie do obu prob krwi dodano
0,5 ml n-pentanu. Probki ekstrahowano przez 30 s przy
pomocy worteksu, a nastgpnie odwirowano przez 3 min
przy 8000 x g, po czym faz¢ organiczna przenoszono do
szklanych fiolek i szczelnie zamykano. Identycznej pro-
cedurze poddano proby krwi kontrolnej, do ktérych do-
dawano mieszaning wzorcowa lotnych substancji orga-
nicznych, uzyskujac stezenia 20; 2 i 0,2 [ug/ml] w celu
przeprowadzenia walidacji metody.

2.3.2. Metoda GC-FID

Do dwoch prob krwi (0,5 ml) umieszczonych w szkla-
nych fiolkach o pojemnos$ci 10 ml dodawano jako IS al-
kohol izoamylowy (1,5 ml wodnego roztworu alkoholu
izoamylowego o st¢zeniu 0,03%, v/v). Po szczelnym
zamknigciu fiolek postgpowano jak przy poprzedniej
procedurze.

2.4. Analiza metoda GC-MS

Do opracowania metody GC-MS zastosowano chro-
matograf gazowy (Focus GC) potaczony ze spektrome-
trem mas DSQ II firmy Thermo Co. Electron wypo-
sazony w kwadrupolowy analizator mas. Rozdziat pro-
wadzono na kolumnie Supelco SPB-624 (dtugos$¢ 60 m,
srednica 0,5 mm, grubos¢ filmu 1,4 pm). Gradient tem-
peraturowy rozpoczynat sie od 36°C, by po 40 minutach
osiagnac 200°C. Przyrost temperatury nastepowat z szyb-
koscia 4°/min. Dozownik bez podziatu probki (splitless)
pracowat w temperaturze 250°C. Objeto$¢ wstrzykiwane;j
probki wynosita 2 pl. Natgzenie przeptywu strumienia
helu przez kolumng wynosito 1,2 ml/min. Temperatura
linii transferowej byta rowna na 250°C, natomiast zrodta
jonow 200°C. Zastosowano jonizacje elektronowa (EI)
o energii 70 eV. Zakres skanowania mas wynosit
25-300 amu.

Kalibracji metody dokonano przez analiz¢ prob krwi
kontrolnej, do ktérej dodano mieszaning lotnych zwiaz-
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kéw organicznych (m.in. rozpuszczalniki organiczne,
weglowodory iich pochodne halogenowe) o stezeniu od-
powiednio 20, 2 i 0,2 pug/ml. Identyfikacj¢ sktadnikow
prowadzono na podstawie czasow retencji, wzglednych
czasow retencji i dwoch lub trzech jondéw fragmentacyj-
nych, charakterystycznych dla danego zwiazku, posit-
kujac sig¢ rowniez biblioteka widm masowych NIST. Mo-
nitorowane jony oraz czasy retencji przyktadowych
zwiazkow przedstawiono w tabeli I. Na rysunkach lai 1b
zamieszczono chromatogramy niektorych zidentyfiko-
wanych zwiazkoéw. Granice detekcji (LOD) opracowanej
metody oszacowano (bazujac na stosunku sygnatu do
szumu nie mniejszym niz 3) na 100 ng/ml dla wszystkich
analitow.

2.5. Analiza metoda GC-FID

Do opracowania metody GC-FID zastosowano chro-
matograf gazowy (Focus GC) potaczony z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym (FID) firmy Thermo Co.
Rozdziat prowadzono na kolumnie BAC-2 firmy Restek
(dtugos¢ 30 m, $rednica 0,32 mm, grubos¢ filmu 1,2 pm).
Gradient temperaturowy rozpoczynat si¢ od 40°C, co
bylo utrzymywane przez 5 min, by po 10 minutach osiag-
na¢ 65°C. Przyrost temperatury nastepowat z szybkos$cia
5°/min. Analizie poddano faz¢ nadpowierzchniowa, po
uprzednim termostatowaniu probki w temperaturze 60°C
przez 5 min. Temperatura dozownika pracujacego w opcji
bez podziatu probki wynosita 150°C, objeto$¢ wstrzy-
kiwanej probki 0,5 ml, a natezenie przepltywu strumienia
helu przez kolumng 10 ml/min.

W metodzie GC-FID identyfikacje zwiazkéw pro-
wadzono na podstawie wzglednego czasu retencji. Na ry-
cinie 2 przedstawiono przyktadowy chromatogram fazy
nadpowierzchniowej proby krwi wolnej od analitow, do
ktérej dodano eter dietylowy.

3. Zastosowanie opracowanych metod
3.1. Przypadek 1

Megzczyzna doznal obrazen ciata w trakcie prac sto-
larskich (cigcie drewna). Podejrzewano, ze pracowat, be-
dac pod wptywem alkoholu. Do Instytutu Ekspertyz Sa-
dowych nadestano probg krwi pobrana w szpitalu po
udzieleniu pomocy lekarskiej, czyli po przeprowadzeniu
zabiegu chirurgicznego pod znieczuleniem ogolnym. Ba-
danie na zawarto$¢ alkoholu dato wynik ujemny, ale na
chromatogramie widoczny byt nieznany pik.

3.2. Przypadek 2

Milody mezczyzna, lat 22, zostal przywieziony do
szpitala w stanie $piaczki po probie samobdjczej. Z zez-

nan $§wiadkow wynikato, ze wypil nieznany ptyn, naj-
prawdopodobniej rozpuszczalnik organiczny, co okres-
lono na podstawie intensywnej woni chemicznej. Do
badan otrzymano probe krwi pobrang od mezczyzny oraz
zabezpieczony plyn.

4. Wiyniki i dyskusja

W dostepnym pismiennictwie fachowym brak jest pu-
blikacji o udowodnionych przest¢pstwach z uzyciem
anestetykow wziewnych. Jednak spora liczba doniesien
prasowych i statystyk policyjnych pozwala domniemy-
wag, ze przestgpstwa tego typu moga mie¢ miejsce [4].

Wigkszo$¢ metod stuzacych do analizy lotnych
zwiazkow organicznych, w tym anestetykow wziewnych
w materiale biologicznym i niebiologicznym, zostato
opracowane przed wielu laty i do tej pory sa stosowane
z powodzeniem w wielu laboratoriach analitycznych. Po-
czatkowo technika z wyboru byta GC-FID, a obecnie jest
to GC-MS. Najczgsciej modyfikuje si¢ metody izolacji
zwiazkoéw lotnych z réznych matryc w zaleznosci od celu
analizy. Czgsto zachodzi konieczno$¢ oznaczania aneste-
tykow wziewnych w probkach krwi pobieranych w trak-
cie zabiegow chirurgicznych [12, 16], a takze w przy-
padkach zejs¢ $miertelnych, gdy zachodzi podejrzenie
o niewlasciwe zastosowanym srodku znieczulajacym [21].
Do badania metabolizmu tych $srodkéw opracowano tak-
ze metody enancjoselektywne, np. dla izofluranu, ktory
jest stosowany do znieczulen jako mieszanina racemicz-
na [10].

W niniejszej pracy opracowano prosta metode eks-
trakeji ciecz-ciecz z niewielkich probek krwi (0,2 1 0,5 ml)
za pomocg n-pentanu bez zaggszczania probki. Zastoso-
wanie wielosktadnikowej mieszaniny wzorcéw pozwo-
lito na wykazanie selektywnosci opracowanych metod
GC-MS i GC-FID oznaczania analitow. Specyficzno$¢
metody zostala zbadana przez analiz¢ kontrolnych prob
krwi pochodzacych od roznych osob.

Analiza probki krwi pobranej od mezczyzny po za-
biegu chirurgicznym (przypadek 1) wykazata jej przy-
datno$¢ do wykrywania sewofluranu po podaniu dawki
terapeutycznej. Na rycinach 3 i1 4 przedstawiono chro-
matogram analizowanej probki krwi oraz widmo masowe
sewofluranu. Wstgpne wytypowanie najbardziej praw-
dopodobnego zwiazku dokonano dzigki bibliotece widm
masowych i charakterystycznych jonow o m/z =69, 131,
181. Obecnosé sewofluranu potwierdzono na podstawie
analizy probki krwi z dodatkiem wzorca w tych samych
warunkach.

W literaturze przedmiotu mozna znalez¢ wiele do-
niesien dotyczacych zatru¢ ostrych lub $miertelnych lot-
nymi zwiazkami organicznymi. Znane sg doniesienia
o zgonach wywolanych rozmys$lnym inhalowaniem si¢
chlorowcopochodnymi metanu, etanu i innych w celu
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wprowadzenia si¢ w stan odurzenia [5, 14, 19]. Tego typu
praktyki spotykane sa rowniez w Polsce, prowadzac czg-
sto do zgonow po wciaganiu przez nos roéznych roz-
puszczalnikéw [20] lub benzyny [18]. Réwniez w prak-
tyce Instytutu Ekspertyz Sadowych zanotowano przy-
padki zatru¢ lotnymi zwiazkami organicznymi. Ostatni
znich to doustne przyjgcie mieszaniny rozpuszczalnikéw
w celach samobdjczych (przypadek II). Na rycinie 5 za-
mieszczono fragment chromatogramu probki krwi,
w ktorej zidentyfikowano chloroform i tetrachlorek we-
gla. Dokonano tego, podobnie jak w przypadku sewo-
fluranu, korzystajac z biblioteki widm masowych i ana-
lizy probki krwi z dodatkiem wzorca w tych samych wa-
runkach, jak réwniez wzglednych czaséw retencji.

Analizie poddano réwniez nadestany ptyn. Wykaza-
no w nim obecnos¢ tetrachlorku wegla, chloroformu, di-
siarczku wegla, trichloroetenu i tetrachloroetenu, bro-
motrichlorometanu, toluenu oraz heksachloroetanu
(awlotanu).

Jak dotad w licznych sprawach nadsytanych do In-
stytutu Ekspertyz Sadowych, w ktérych podejrzewano
uzycie $rodka obezwtadniajacego w celach utatwienia
dokonania przestgpstwa typu grabiez lub rabunek, nie
udato si¢ wykry¢ lotnych zwiazkow organicznych w bio-
probkach (krew, mocz) pobranych od poszkodowanych.
Przy zajsciu, ktore mialo miejsce w domu w sezonie
grzewczym, ze wzgledu na ogrzewanie pomieszczen ga-
zowym centralnym ogrzewaniem, mozna bylo wyklu-
czy¢ uzycie wszystkich tatwopalnych lub wybuchowych
zwiazkow, np. eteru dietylowego. Niektorzy poszkodo-
wani kilka godzin po przebudzeniu skarzyli si¢ na bole
i zawroty glowy lub nudnos$ci. Brak innych objawow
w rzadko przeprowadzanych badaniach fizykalnych lub
zmian réznych wskaznikéw biochemicznych nie dawato
jednoznacznych podstaw do wykluczenia §rodkéw cha-
rakteryzujacych si¢ niskim indeksem bezpieczenstwa te-
rapeutycznego. Rozdaj §rodkéw stosowanych do obez-
wiladnienia ofiar przy tzw. kradziezach ,,na $piocha” po-
zostaje w dalszym ciagu niewyjasniony.

5. Podsumowanie

Obie opracowane metody pozwalaja na wykluczenie
badz potwierdzenie obecnosci w materiale biologicznym
(krew) 1 niebiologicznym (ptyn) lotnych substancji or-
ganicznych, w tym rowniez anestetykow, ktore moga by¢
uzyte w réznych celach, takze jako srodki utatwiajace do-
konanie przestgpstw (podpalen, wlaman, zgwatcen, gra-
biezy, czgsto okreslanych mianem ,,kradziez na §piocha”.
Zostaly one wdrozone do rutynowej praktyki opiniodaw-
czej w Instytucie Ekspertyz Sadowych.

Zaproponowana metoda GC-MS jest bardziej uni-
wersalna, poniewaz umozliwia w trakcie jednego po-
miaru identyfikacje mieszaniny lotnych zwiazkow o rdz-

nym stezeniu skladnikdéw oraz anestetyku wziewnego we
krwi zastosowanego w dawkach terapeutycznych. Iden-
tyfikacja ta metoda oparta jest na dwoch elementach:
wzglednym czasie retencji i widmach masowych co naj-
mniej dwoch jonow.
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