
1. In tro duc tion

The ketone bod ies in clude b-hydroxybutyric acid
(b-HBA), acetoacetic acid (Ac-Ac) and ac e tone (Act).
In phys i o log i cal con di tions, their con cen tra tion in the
blood does not usu ally ex ceed 0.2 mmol/l [23]. The
pro por tions of b-HBA, Ac-Ac and Act are 78%, 20%
and 2%, re spec tively [3]. How ever, these re la tions are
not fixed, be cause Ac-Ac may be con verted un der the
in flu ence of mi to chon drial D(–)-3-hydroxybutyrate
dehydrogenase into b-HBA (and vice versa), while
acetoacetic acid is sub jected to con stant, spon ta ne ous
decarboxylation to ac e tone [24].

De ter mi na tion of the ketone bod ies in a liv ing per -
son plays an im por tant role in the di ag no sis of di a be tes 

[12, 13, 14, 19]. Ac cord ing to the Amer i can Di a be tes
As so ci a tion, their mon i tor ing is rec om mended in pa -
tients with type 1 di a be tes dur ing in fec tion, in creased
stress, chronic hyperglycemia, and when the symp -
toms of ketoacidosis oc cur [1]. A high con cen tra tion
of ketone bod ies in post-mor tem ma te rial may thus be
the only marker of such ante-mor tem events and bio -
chem i cal dis tur bances [26]. High con cen tra tions have
also been ob served in per sons abus ing al co hol, and in
cases where death was caused by hy po ther mia [7, 15,
16, 25, 27].

Ketone bod ies can be de ter mined in the urine of
liv ing per sons us ing tests based on the re ac tion with
so dium nitroprusside [9, 10], but these meth ods are
semi-quan ti ta tive and do not al low de tec tion of
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b-HBA. More over, ketone bod ies ap pear in urine with
a 2–4-hour de lay when com pared to blood. The re sult
of a urine test may thus be neg a tive, even though
ketonemia al ready ex ists – de ter mined mainly by
b-HBA, as the pro por tion of b-HBA to Ac-Ac in blood 
in such cases may be up to 10:1 [18]. This means that
the de vel op ing ac i do sis is due mainly to an in crease in
b-HBA. Thus, de ter mi na tion of b-HBA in blood is
more use ful in di ag no sis of ketonemia (and mon i tor ing 
of ketoacidosis) than de ter mi na tion of ketone bod ies
in urine [20, 28].

The meth ods for ketone bod ies de ter mi na tion (both 
en zy matic and chro mato graphic) which can be found
in the lit er a ture have been used mainly to study ma te -
rial col lected from liv ing per sons [2, 6, 21, 30, 31].
A tech nique in volv ing static headspace anal y sis in
com bi na tion with gas chro ma tog ra phy and FID de tec -
tion, af ter en zy matic ox i da tion of b-HBA to Ac-Ac
fol lowed by ther mal decarboxylation of Ac-Ac to Act,
has been de vel oped for their de ter mi na tion in post-
mor tem ma te rial [8]. How ever, due to its mul ti stage
char ac ter, this method has many dis ad van tages, in -
clud ing a nar row range of lin ear ity and poor ac cu racy
caused mainly by the in di rect char ac ter of b-HBA de -
ter mi na tion.

There fore, the study was aimed at de vel op ment and 
full val i da tion of a rapid and sim ple method of b-HBA
and Ac-Ac de ter mi na tion in post-mor tem ma te rial
(blood and urine) which would be suit able for giv ing
an opin ion on the cause of death.

2. Ma te rial and meth ods

2.1. Re agents

Acetonitrile Chromasolv (ACN, Riedel-de Haën, Ger-
many), b-HBA so dium salt, Ac-Ac lith ium salt (Sigma-
Aldrich, Ger many), g-hydroxybutyric acid (GHB, Ceril-
liant, United States), g-hydroxybutyric acid-D6 (GHB-
D6, Ceril liant, United States), ethyl ac e tate (Merck, Ger -
many), N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with
1% tri methylchlorosilane (BSTFA + 1% TMCS, Sigma-
Aldrich, Ger many) and deionised wa ter ob tained us ing
a Milli-Q (Millipore, United States) were used as the re -
agents.

2.2. Bi o log i cal ma te rial 

The in ves ti gated ma te ri als were: 
– 6% bo vine al bu min, ob tained by di lu tion of 30%

so lu tion (BSA, Sigma-Aldrich, Ger many) in de -
ionised wa ter; this was used to se lect the con di tions 

of b-HBA and Ac-Ac de ter mi na tion, and to op ti -
mise and val i date the de vel oped method; 

– 6 blood sam ples and 6 urine sam ples taken dur ing
au topsy from 6 per sons who had died im me di ately
af ter an in jury. This ma te rial was used to de ter mine 
the ex trac tion ef fi ciency and to ver ify the spec i fic -
ity of the method.

2.3. Ex trac tion

A 100 ml por tion of 6% BSA (and then also blood
and urine) was placed in an Eppendorf-type vial, and
10 ml of the in ter nal stan dard (GHB-D6) so lu tion was
added to reach a con cen tra tion of 10 ml/ml. The sam -
ples were vor tex-mixed, fol lowed by drop wise ad di -
tion of 200 ml ACN while si mul ta neously mix ing, and
then mix ing for an other 30 sec onds. Then they were
cen tri fuged at 15 000 rpm for 10 min utes. 200 ml por -
tions of or ganic phase were trans ferred into in serts,
and evap o rated un til dry in a stream of ni tro gen at
room tem per a ture. 50 ml of ethyl ac e tate and 50 ml of
BSTFA + 1%TMCS were added to the pre pared ma te -
rial, and it was derivatised for 30 min utes at 60oC.

2.4. In stru ments and chro mato graphic con di tions 

A Trace GC Ul tra (Thermo Elec tron, United Sta -
tes) gas chromatograph equipped with split/splitless
in jec tor op er at ing at 280oC and a TRIPlus autosampler 
(Thermo Elec tron, United States) was ap plied and was
cou pled to a Trace DSQ (Thermo Elec tron, United
States) qua dru ple mass spec trom e ter. Chro mato graph -
ic sep a ra tion was car ried out on an RXi-5ms (30 m ´
0.25 mm ´ 0.25 mm, Restek, United States) cap il lary
col umn. Ini tial oven tem per a ture (60oC) was main -
tained for 0.1 min, then in creased (7oC/min) to 90oC,
held for 2 min, and then in creased (20oC/min) to 180oC 
and held for 3 min utes. The trans fer line tem per a ture
was 280oC and the ion source tem per a ture was 200oC.
The mass de tec tor was op er ated in pos i tive chem i cal
ion is ation (PCI) mode. He lium was used as a car rier
gas (1.0 ml/min), and meth ane was the ion is ation gas
(2.0 ml/min). The in jec tion vol ume was 1 ml. The op er -
a tions of the gas chromatograph and the mass spec -
trom e ter were con trolled by X’calibur soft ware, which 
was also used for data treat ment.

In qual i ta tive anal y sis, full mass spec tra of b-HBA, 
Ac-Ac and GHB-D6 were re corded in full scan mode
(Fig ure 1), and the most in ten sive ions were se lected
for fur ther study in se lected ion mon i tor ing mode
(SIM). In quan ti ta tive anal y sis, the an a lyt i cal sig nals
of ions m/z 233 (b-HBA), 231 (Ac-Ac) and 239 (GHB- 
D6) were re corded. 
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3. Re sults

3.1. Lin ear ity 

b-HBA and Ac-Ac were added to the vi als with
a bi o log i cal ma trix, i.e. 6% BSA so lu tion (used as
a sub sti tute for blood and urine, free from en dog e nous
com pounds in clud ing ketone bod ies), in amounts re -
quired to ob tain the con cen tra tions: 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2,
5, 10, 20 and 50 mg/ml. Cal i bra tion curves were drawn
based on the re la tion ship be tween the peak ar eas for
these con cen tra tions of b-HBA and Ac-Ac and the
peak area of GHB-D6 at a con cen tra tion of 10 mg/ml. 

It was found based on the de ter mi na tions at 9 con -
cen tra tion lev els that the de vel oped GC-PCI-MS method
was lin ear over the whole range (0.1–50 mg/ml), which
is shown in Fig ure 2. Co ef fi cients of de ter mi na tion for
b-HBA and Ac-Ac were: r2 = 0.9980 and r2 = 0.9948,
re spec tively.

3.2. Lim its of de tec tion and quan ti fi ca tion 

Lim its of de tec tion (LOD) and quan ti fi ca tion (LOQ)
were de ter mined us ing X’calibur soft ware, based on
an al go rithm pro posed by the in stru ment’s man u fac -
turer. The limit of de tec tion (LOD) for b-HBA was
0.0005 mg/ml, whereas it was 0.005 mg/ml for Ac-Ac.
The LODs cor re sponded to the con cen tra tion of
analytes when the sig nal to noise ra tio was 3. The lim -
its of quan ti fi ca tion (LOQs) were 0.001 mg/ml for
b-HBA and 0.01 mg/ml for Ac-Ac, and they were equal 
to the con cen tra tion of analytes when the sig nal to
noise ra tio was 6 (Ta ble I).
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TA BLE I. THE PARAMETERS OF CALIBRATION CURVES FOR b-HBA AND Ac-Ac (OBTAINED BY GC-PCI-MS)

Analyte Concentration
range [mg/ml]

Equation of linear
regression

r2 a) LODb)

[mg/ml]

LOQc)

[mg/ml]

b-HBA 0.1–50.0 y = 0.1314x + 0.0995 0.9980 0.0005 0.001

Ac-Ac 0.1–50.0 y = 0.0579x + 0.0180 0.9948 0.0050 0.010

a) Re gres sion co ef fi cient; b) limit of de tec tion; c) limit of quan ti fi ca tion.

Fig. 1. The mass spec trum of the trimethylsilyl de riv a tive of

b-hydroxybutyrate (A), acetoacetate (B), deuterated g-hy -
droxy butyrate (C) ob tained by pos i tive-ion chem i cal ion is -
ation.

Fig. 2. Cal i bra tion curves for b-hydroxybutyrate (A) and

acetoacetate (B) in range 0.1–50 mg/ml.



3.3. Pre ci sion and ac cu racy 

Two sam ples of b-HBA and Ac-Ac in 6% BSA so -
lu tion, in which the con cen tra tions were 0.2 mg/ml and
10 mg/ml, were used to de ter mine the pre ci sion and ac -
cu racy of the method. The intra-group pre ci sion and
ac cu racy were tested in a sin gle day in six rep li ca tions, 
whereas the inter-group pa ram e ters were de ter mined
based on the anal y sis of the above stan dards in three
rep li ca tions (the sec ond set of mea sure ments was per -
formed af ter 3 days, and the third af ter 9 days). The
data were used to cal cu late the method pre ci sion ex -
pressed as a per cent age (as the ra tio of the ab so lute
stan dard de vi a tion (SD) to the mean analyte con cen tra -
tion) and its ac cu racy (as the ra tio of the mean con cen -
tra tion of an analyte to its ac tual con cen tra tion in the
sam ple). 

The ac cu racy and the pre ci sion of b-HBA and Ac-Ac 
de ter mi na tions were 80–115.9% and 3.02–19.89%, re -
spec tively (intra-group) and 80–112.3% and 10.82–
13.16%, re spec tively (inter-group), as shown in Ta ble II.

3.4. Recovery

The ex trac tion recovery was de ter mined for two
con cen tra tions of b-HBA and Ac-Ac in 6% BSA
(0.2 mg/ml and 10 mg/ml), in six rep li ca tions at each
level. The mean re cov ery of the ketone bod ies was cal -
cu lated by com par i son of the an a lyt i cal sig nals of
b-HBA and Ac-Ac ex tracts in 6% BSA with the an a -
lyt i cal sig nals of their stan dards at the same con cen tra -
tion in meth a nol. In ad di tion, 10 ml of b-HBA and
Ac-Ac so lu tions at a con cen tra tion of 100 mg/ml were
added to 100 ml of each of six blood sam ples and six
urine sam ples (ob tained from 6 corpses), and the ab so -
lute ex trac tion ef fi ciency of these ketone bod ies from
the ma te rial “bur dened” by whole bi o log i cal ma trix

was checked. It was cal cu lated ac cord ing to the for -
mula:

%W
A B

C
=

-
×100,

where: A – the analyte sig nal ob tained for ex tract of
blood (or urine) sam ple spiked with b-HBA and
Ac-Ac, B – the analyte sig nal ob tained for ex tract of
blood (or urine) sam ple with out the ad di tion of b-HBA 
and Ac-Ac; C – the an a lyt i cal sig nal ob tained for anal -
y sis of b-HBA and Ac-Ac so lu tions in meth a nol at
a con cen tra tion of 100 mg/ml. 

High ex trac tion ef fi cien cies of b-HBA and Ac-Ac
were ob tained for 6% BSA (in the range 80–97%) as
well as for blood and urine (in the range 77–90%) (see
Ta ble III).

3.5. Spec i fic ity

Ver i fi ca tion of the method spec i fic ity was per -
formed by con duct ing the whole an a lyt i cal pro cess for
two blood and urine sam ples with the ad di tion of 10 mg 
GHB/ml. No ef fect of GHB on b-HBA and Ac-Ac de -
ter mi na tion was ob served, which in di cates good spec i -
fic ity of the method (Fig ure 3). The choice of GHB
re sulted from its co-ex is tence in blood [22] and urine
[17], and the large vari abil ity of its con cen tra tions in
post-mor tem ma te rial. The stud ies were per formed in
the se lected ions mon i tor ing mode, which in creases
the method spec i fic ity. More over, b-HBA and GBH
are con sti tu tional iso mers, so their mass spec tra are
very sim i lar, therefore it is nec es sary to dis tin guish
them.
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TA BLE II. VALIDATION DATA OF b-HBA AND Ac-Ac DETERMINATION BY GC-PCI-MS

Analyte
[mg/ml]

Intra-day validation (n = 6) Inter-day validation (n = 6)

Mean determined
concentration
[mg/ml]

RSD
[%]

Accuracy
[%]

Mean determined
concentration
[mg/ml]

RSD
[%]

Accuracy
[%]

b-HBA

0.2 0.19 14.53 95.00 0.16 10.82 80.00

10.0 11.59 3.02 115.90 11.23 11.26 112.30

Ac-Ac

0.2 0.16 19.89 80.00 0.17 12.62 85.00

10.0 10.21 3.20 102.10 10.82 13.16 108.20



TA BLE III. EXTRACTION RECOVERY OF b-HBA 

AND Ac-Ac

Analyte,
[mg/ml]

Recovery [%] (± SD), (n = 6)

6% BSAa) Bloodb) Urineb)

b-HBA

  0.2 80.2 ± 12.3 79.2 ± 9.3 77.2 ± 10.3

10.0 97.6 ±   2.8 90.2 ± 5.6 85.6 ±   8.7

Ac-Ac

  0.2 94.6 ±   8.4 88.4 ± 7.2 83.2 ±   9.5

10.0 95.7 ±   4.1 89.3 ± 6.7 84.1 ± 11.4

a) The mean re cov ery de ter mined by com par i son of the an a lyt i -

cal sig nals of b-HBA and Ac-Ac ex tracts in 6% BSA at a con -

cen tra tion of 0.2 and 10 mg/ml with (the sig nals of) their
stan dards in meth a nol at the same con cen tra tion; b) the ab so lute 
ex trac tion ef fi ciency cal cu lated as de scribed in the text.

4. Dis cus sion

The pro posed GC-PCI-MS method al lows the
rapid de ter mi na tion of both Ac-Ac, which is char ac ter -
ised by very low sta bil ity in se rum [11], and b-HBA,
which is a better marker of ketonemia [5, 18, 29].
It does not ex hibit the draw backs and lim i ta tions of the 
semi-quan ti ta tive tests used for clin i cal pur poses. Due
to the sub stan tial de gree of haemolysis and autolysis
of post-mor tem blood, ready-to-use kits (e.g. used to
de ter mine the con cen tra tions of NADH, which is
formed by ox i da tion of an equimolar amount of
Ac-Ac) and also other meth ods based on de ter mi na -

tion of col our prod ucts of the re ac tion be tween Ac-Ac
or Act and, for ex am ple, so dium nitroprusside or fer ric
chlo ride [9, 10], can not be ap plied. More over, the
level of ketoacidosis de ter mined by these meth ods
may be un der es ti mated, be cause b-HBA is not de -
tected di rectly, and lim i ta tion of di ag nos tic pro ce dure
to just the de ter mi na tion of Ac-Ac and Act makes it
im pos si ble to de tect cases in which ketonemia re sults
al most ex clu sively from an in crease in b-HBA con -
cen tra tions [4].

5. Con clu sions

The pre sented GC-PCI-MS method of ketone bod -
ies de ter mi na tion al lows rapid and si mul ta neous anal -
y sis of Ac-Ac and b-HBA. This tech nique is spe cific,
ac cu rate and pre cise, and en sures a high ex trac tion ef -
fi ciency. 

The ap plied ex trac tion pro ce dure and the ap pli ca -
tion of chem i cal ion is ation to the anal y sis of the tested
com pounds, as well as the mon i tor ing of se lected ions
en ables re duc tion of the in flu ence of post-mor tem bi o -
log i cal ma trix, which is par tic u larly bur dened by in -
gre di ents pro duced in pu tre fac tion and autolytic
pro cesses. Fur ther more, the val i da tion re sults lead to
the con clu sion that the pro posed method of ketone
bod ies de ter mi na tion is suit able for as sess ment of the
level of ketonemia and ketonuria.
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1. Wprowadzenie

Do cia³ ke ton owy ch za lic zamy kwas b-hy droks yma -
s³owy (b-HBA), kwas acet ooc towy (Ac-Ac) oraz acet on
(Act). W wa runk ach fi zjol ogi cznych ich st ê¿en ie we krwi 
zwy kle nie prze krac za 0,2 mmol/l [23]. Od setk owy udzia³
b-HBA, Ac-Ac i Act wy nosi przy tym od pow iednio:
78%, 20% i 2% [3]. Re lac je te nie s¹ jed nak sta³e, poni e -
wa¿ Ac-Ac mo¿e byæ prze kszta³cany w b-HBA (i od -
wrotn ie) pod wp³ywem mi toc hondr ialnej de hyd roge nazy 
D(–)-3-hy dro ksym aœl ano wej, a ró wno czeœ nie kwas  ace -
to octowy ulega ci¹g³ej, sa moi stnej de karb oksy lac ji do
acet onu [24]. 

Za¿y ciowe oznac zanie cia³ ke ton owy ch od grywa
istotn¹ rolê w dia gnos tyce cu krzycy [12, 13, 14, 19].
Wed³ug sta now iska Ame ryk añs kiego To war zyst wa Dia -
bet olo gic znego za lec ane jest ich mo nit oro wan ie u pa cje -
ntów z cu krzyc¹ typu 1 w prze biegu in fekc ji, zwiêk szo-
nego stre su, w prze wlek³ej hi perg like mii oraz wó wczas,
gdy wyst¹pi¹ ob jawy kwa sicy ke ton owej [1]. Wy sok ie
st ê¿e nie cia³ ke ton owy ch w ma ter iale po bran ym ze zw³ok 
mo¿e wiêc byæ je dyn ym mar ker em ta kich przed œmiert -
nych wy darzeñ i za burzeñ bio chem iczny ch [26]. Ob -
serw owa no je ró wnie¿ u osób na du¿y waj¹cych al koh olu
oraz wó wcz as, gdy œmieræ by³a skutkiem nadmiernego
wych³odzenia [7, 15, 16, 25, 27].

Cia³a ke ton owe w mo czu osób ¿y wych mo ¿na oz na -
czyæ przy u¿ yciu te stów opart ych na re akc ji z  nitropru syd -
kiem sodu [9, 10], ale me tody te maj¹ cha rakt er  pó³- 
ilo œcio wy i nie po zwal aj¹ na wy kryc ie kwa su b-HBA.
Cia³a ke ton owe w mo czu po jaw iaj¹ siê po nadto z  2–4-go -
dzinn ym op óŸnie niem w sto sunku do krwi. Wy nik  bada -
nia mo czu mo¿e wiêc byæ ne gat ywny, mimo ¿e ist nieje
ju¿ ke ton emia de term ino wana g³ów nie przez b-HBA,
gdy¿ pro porc ja b-HBA do Ac-Ac we krwi w tego ro dzaju 
przy padk ach mo¿e wyno siæ na wet do 10:1 [18], co  œwiad -
czy o tym, ¿e roz wij aj¹ca siê kwa sica zal e¿y g³ów nie od
wzro stu b-HBA. Oznac zanie b-HBA we krwi jest za tem
bar dziej przy datne do roz poz nawa nia  keto nemii (i  moni -
to rowaniu prze biegu kwa sicy ke ton owej) ni¿ ozna cze nie
cia³ ke ton owy ch w mo czu [20, 28]. 

Me tody oz nac zeñ cia³ ke ton owy ch (en zym aty czne
i chro mat ogr afic zne), które mo¿na znal eŸæ w piœm ien nic -
twie, sto sow ane by³y g³ówn ie do ba dan ia ma ter ia³u po -
bran ego od osób ¿y wych [2, 6, 21, 30, 31]. Do ich ozna c za -
nia w ma ter iale po bran ym ze zw³ok oprac owa no techn ikê 
sta tyczn ej anal izy fazy nad pow ierzchni owej w po³¹cze -

niu z chro mat ogr afi¹ ga zow¹ i de tekcj¹ FID po en zym a -
ty cznym utlen ieniu b-HBA do Ac-Ac, a nastê pnie ter -
miczn ej de karb oksy lac ji Ac-Ac do Act [8]. Ze wz glêdu
na wi eloe tapo woœæ me toda ta obar czona jest jed nak sze -
reg iem wad, a zw³asz cza w¹skim za kres em li niow oœci
oraz s³ab¹ dok³ad noœci¹ spo wod owan¹ g³ówn ie poœ red -
nim oznac zani em b-HBA. 

Ce lem pra cy by³o wiêc oprac owa nie i pe³na wa lid acja 
ta kiej szyb kiej i pro stej me tody oznac zania b-HBA
i Ac-Ac w ma ter iale (krwi oraz mo czu) po bran ym ze
zw³ok, kt óra by³aby od pow iednia dla po trzeb opin iowa -
nia o przy czyn ie zgo nu.

2. Materia³y i metody

2.1. Od czynn iki

U¿ yte od czynn iki: Acet oni tryl Chro mas olv (ACN,
Rie del-de Haen, Niem cy), b-HBA w po staci soli  sodo -
wej, Ac-Ac w po staci soli li tow ej (Sig ma-Al dr ich, Niem -
cy), kwas g-hy droks y ma s³owy (GHB, Ce rill iant, Sta ny
Zjed noc zone), kwas g-hy droks ymas³owy-D6 (GHB-D6,
Ce rill iant, Sta ny Zjed no c zone), octan etylu (Merck, Niem -
cy), N,O-bis(tri met ylo sil ilo)tri fluo roac etam id z  dodat kiem 
1% tri met ylo chl oro si lanu (BSTFA +1%TMCS, Sig ma-
Al dr ich, Niem cy), woda de jon izo wana uzys kana przy
u¿yc iu Mil li-Q (Mil lip ore, Sta ny Zjed noc zone).

2.2. Ma ter ia³ bio log iczny

Ma ter ia³ do ba dañ sta nowi³y: 
– 6% albumina wo³owa uzyskana przez rozcieñczenie

wod¹ dejonizowan¹ 30% roztworu (BSA, Sigma-
Aldrich, Niemcy), która s³u¿y³a do okreœlenia wa -
runków oznaczania kwasu b-HBA i Ac-Ac, a tak¿e
do optymalizacji i walidacji metody;

– 6 próbek krwi i 6 próbek moczu pobranych w trakcie
sekcji zw³ok 6 osób, które zmar³y bezpoœrednio po
zadzia³aniu urazu. Materia³ u¿yto do okreœ lenia wy-
daj noœci ekstrakcji oraz sprawdzenia specy ficznoœci
metody.

2.3. Eks trakc ja

Do 100 ml 6% BSA (a nas têp nie tak ¿e krwi i mo czu)
w fiol ce typu Eppen dorf do daw ano 10 ml roz tworu
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 wzorca wew nêtr znego GHB-D6 do osi¹gni êcia stê ¿enia
10 mg/ml. Pró bki mie szano za po moc¹ wytrz¹sar ki typu
wor teks, po czym w trak cie mie szan ia do daw ano ma³ymi
kro plami 200 ml ACN i mie szano jesz cze przez 30 se -
kund, a na stêpnie od wir owy wano przez 10 mi nut przy
15 000 rpm. 200 ml fazy or gan icznej prze nos zono do inser -
tów i od par owy wano do su cha w stru mien iu azotu w tem -
per atu rze po koj owej. Do tak uzys kane go ma ter ia³u doda -
wano 50 ml octa nu etylu oraz 50 ml BSTFA z 1%TMCS
i de ryw aty zow ano przez 30 mi nut w tem per atu rze 60°C.

2.4. Apar atu ra i wa runki chro mat ogr afic zne

Za stos owa no chro mat ogr af ga zowy Tra ce GC ULTRA
(Ther mo Elect ron, Sta ny Zjed noc zone) z do zown iki em
typu split/spli tless pra cuj¹cym w tem per atu rze 280oC,
wyp osa ¿ony w au tom aty czny po dajn ik pr óbek TRI Plus
(Ther mo Elect ron, Sta ny Zjed noc zone), sprz ê¿o ny z kwa -
dru pol owym spek trom etr em mas Tra ce DSQ (Ther mo
Elect ron, Sta ny Zjed noc zone). Roz dzia³ chro mat ogr afic z -
ny pro wad zono na ko lumn ie ka pil arnej typu RXi-5ms
(30 m ́  0,25 mm ́  0,25 mm, Re stek, Sta ny Zjed noc zone). 
Pocz¹tkowa tem per atu ra pie ca (60oC) utrzym ywa na by³a
przez 0,1 min, po czym wzra sta³a (7°C/min) do  tempe -
ratury 90oC utrzym ywa nej przez 2 min, a nastêpnie
(20°C/min) do tem per atu ry 180oC  utrzy my wanej przez
3 mi nuty. Tem per atu ra li nii  transfe ro wej wy nosi³a 280oC,
a Ÿród³a jo nów 200oC. De tekt or mas pra cowa³ w try bie
do datn iej jo niz acji che miczn ej (PCI). Ga zem no œnym by³ 
hel (1,0 ml/min), a jo niz u j¹cym me tan (2,0 ml/min).
 Objê toœæ na strzyku wy nosi³a 1 ml. Chro mat ogr af ga zowy
i spek trom etr ma sowy pra cowa³y pod kon trol¹ pro gramu
X’ cal ibur, kt óry  wyko rzy stano  rów nie¿ do ob rób ki da -
nych. 

W anal izie jako œci owej (w try bie full scan) re jes tro -
wa no pe³ne wid ma ma sowe b-HBA, Ac-Ac i GHB-D6
(ry cina 1), z kt óry ch wy brano naj int ensy wnie jsze jony do 
dal szych bad añ w try bie mo nit oro wan ia wy bran ych jo -
nów (SIM). W anal izie iloœ cio wej re jes trowa no sy gna³
anal ity czny po chodz¹cy od jo nów: m/z 233 (b-HBA),
231 (Ac-Ac) oraz 239 (GHB-D6).

3. Wyniki

3.1. Lini owo œæ

Do fio lek z ma tryc¹ bio log iczn¹ pod po staci¹ 6% roz -
tworu BSA (któ ry za stos owa no jako sub styt ut krwi i mo -
czu wol ny od zwi¹zków en dog enny ch, w tym ró wni e¿
cia³ ke ton owy ch) do daw ano b-HBA i Ac-Ac w il oœci po -
zwal aj¹cej na uzys kanie stê¿ eñ; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10;
20 i 50 mg/ml. Krzy we ka lib racy jne wy kre œlono na pod -
staw ie re lac ji mi êdzy po lami po wierzchni pi ków dla tych

st ê¿eñ b-HBA i Ac-Ac a po lem po wierzchni GHB-D6
o st ê¿e niu 10 mg/ml. 

Na pod staw ie 9-punk tow ych ozna czeñ stwier dzono,
¿e oprac owa na me toda GC-PCI-MS by³a li niowa w ca -
³ym za kres ie (0,1–50 mg/ml), co przed staw ia ry cina 2.
Wspó³czyn niki de term ina cji dla b-HBA i Ac-Ac  wynosi³y 
przy tym od pow iednio: r2 = 0,9980 oraz r2 = 0,9948.

3.2. Gra nica wyk ryw alnoœci i ozn acz alnoœci

Gra nice wyk ryw alnoœci (LOD) i ozn acz alnoœci (LOQ)
by³y wy znac zone z wy kor zyst aniem oprog ramo wan ia
X’ cal ibur w oparc iu o al gor ytm za prop ono wany przez pro -
duc enta apar atu. Gra nica wyk ryw alnoœci (LOD) dla b-HBA 
wy nosi³a 0,0005 mg/ml, zaœ dla Ac-Ac 0,005 mg/ml, co od -
pow iada³o st ê¿e niu an ali tów w przy padku, gdy sto sun ek
sy gna³u do szu mu wy nosi³ 3. Gra nice ozn acz alnoœci (LOQ)
wy nosi³y: 0,001 mg/ml dla b-HBA oraz 0,01mg/ml dla
Ac-Ac, co od pow iada³o  stê ¿eniu an ali tów w przy padku,
gdy sto sun ek sy gna³u do szu mu by³ równy 6 (ta bela I).

3.3. Pre cyz ja i dok³adn oœæ

U¿yto 2 próbek, w których stê¿enia b-HBA i Ac-Ac
w 6% roz twor ze BSA wy nosi³y 0,2 mg/ml oraz 10 mg/ml.
Wewn¹trz grup ow¹ pre cyzjê i dok³adn oœæ ba dano w ci¹ -
gu jed nego dnia w sze œciu pow tór zeniach, na tom iast mi ê -
dz ygrupow¹ wy znac zono na pod staw ie anal izy wy¿ej
wy mien iony ch st ê¿eñ w trzech powtórzeniach (dru gie po
up³ywie 3 dni, a trze cie po up³ywie 9 dni). Na tej pod -
staw ie okr eœlo no w pro cent ach pre cyzjê me tody (jako re -
lac jê mi êdzy be zwz glêdnym od chyl eni em stan dard owym 
(SD) a œred nim wy znac zonym st ê¿en iem anal itu) i jej
dok³adno œæ (jako rela cjê miêd zy œred nim wy znac zonym
st ê¿en iem anal itu a jego rze czyw ist ym stê ¿eni em w ba -
dan ej pr óbce).

Dok³ad noœæ i pre cyz ja ozn acz eñ b-HBA i Ac-Ac za -
wiera³y siê od pow iednio w za kres ach 80–115,9% i 3,02–
19,89% (wewn¹trz grup owa) oraz 80–112,3% i 10,82–
13,16% (miê dzyg rup owa), co wy nika z ze staw ienia w ta -
beli II.

3.4. Wyd ajn oœæ

Wyd ajnoœæ eks trakc ji oznac zono dla dwóch stê¿eñ
b-HBA oraz Ac-Ac w 6% BSA (0,2 mg/ml i 10 mg/ml)
przy szeœc iu powtó rzen iach dla ka¿de go z nich. Œred ni
od zysk cia³ ke ton owy ch wy znac zono przez porównanie
sy gna³ów anal ity cznych ekst rak tów b-HBA oraz Ac-Ac
z 6% BSA z sy gna³em anal ity cznym ich me tan olo wych
wz orc ów o tym sa mym stê¿ eniu. Po nadto do 100 ml  ka¿ -
dej z sz eœciu pr óbek krwi i sz eœciu  pró bek mo czu (uzys -
kany ch z 6 zw³ok) do dano po 10 ml roz tworu b-HBA
i Ac-Ac o stê ¿eniu 100 mg/ml i spraw dzono bezwz glêdn¹
wydaj noœæ eks trakc ji tych cia³  keto nowych z ma ter ia³u

Problems of Forensic Sciences 2009, vol. LXXIX, 294–302

Oznaczanie cia³ ketonowych we krwi i moczu ze zw³ok... 301



„obci¹¿o nego” pe³n¹ ma tryc¹ bio log iczn¹, któr¹  obli -
czono wed³ug wzo ru:

%W
A B

C
=

-
×100 ,

gdzie: A – sy gna³ anal itu uzys kany z eks traktu z pró bki
krwi (lub mo czu) z do datk iem b-HBA i Ac-Ac; B – sy -
gna³ anal itu uzys kany z eks traktu z pró bki krwi (lub mo -
czu) bez do datku b-HBA i Ac-Ac; C – sy gna³ anal ity czny 
uzys kany z anal izy me tan olo wych ro ztw orów wz orc ów
b-HBA i Ac-Ac o st ê¿e niu 100 mg/ml.

Uzys kano wy sok¹ wy dajnoœæ eks trakc ji b-HBA
oraz Ac-Ac zar ówno z 6% BSA (w za kres ie 80–97%),
jak i z krwi i mo czu (w za kres ie 77–90%) (ta bela III).

3.5. Spe cyf icznoœæ

Weryfikacjê specyficznoœci me tody prze prow adz o -
no, pod daj¹c pe³nemu pro ces owi anal ity cznemu po dwie
próby krwi i mo czu z do datk iem GHB do osi¹gn iêcia st ê -
¿en ia 10 mg/ml. Nie stwier dzono wp³ywu GHB na  ozna -
czanie b-HBA i Ac-Ac, co œwiadc zy o do brej spe cyf icz-
noœ ci me tody (ry cina 3). Wy bór GHB by³ uzas adni ony
jego wspó³obec noœci¹ we krwi [22] i mo czu [17], a ta k¿e
du¿¹ zm iennoœci¹ st ê¿eñ w ma ter iale po œmi ertn ym.
 Ponadto b-HBA i GHB to izom ery kon styt ucy jne, daj¹ce
bar dzo po dobne wid ma ma sowe, za tem ich ro zró¿nienie
jest ko nieczne. 

4. Dyskusja wyników

Za prop ono wana me toda GC-PCI-MS po zwala na
szyb kie oznac zanie zarów no Ac-Ac, który cha rakt ery -
zuje siê bar dzo nisk¹ sta bilnoœci¹ w su row icy krwi [11],
ale ró wni e¿ b-HBA, kt óry jest lep szym mar ker em  keto -
nemii [5, 18, 29]. Nie wy kaz uje przy tym wad i  ograni -
czeñ, kt óry mi obar czone s¹ pó³iloœ ciowe te sty sto sow ane
dla po trzeb kli niczn ych. Z uwagi na znacz ny stopi eñ he -
mol izy i au tol izy krwi po bran ej ze zw³ok, do oceny po -
ziomu ke ton emii nie mo ¿na za sto sow aæ go tow ych ze sta -
wów (np. po zwal aj¹cych na ok reœl enie st ê¿en ia NADH
po wstaj¹cego w wy niku utlen iania ekwim ola rnej iloœci
Ac-Ac), jak równi e¿ in nych me tod opart ych na  ozna -
czaniu barw nych prod uktów re akc ji Ac-Ac lub Act, np.
z ni trop rusy dkiem sodu lub chlor kiem ¿elaz owym [9,
10]. Po ziom kwa sicy ke ton owej oznac zony za po moc¹
tych me tod mo¿e byæ po nadto za ni¿o ny, po niew a¿ nie
wy kryw aj¹ one b-HBA be zpoœ rednio, a ogran icz enie po -
stêp owania dia gnos tyczne go wy³¹cznie do oznac zania
Ac-Ac i Act uniem o¿li wia wy kryc ie tych pr zypa dków,
w kt órych ke ton emia po lega nie mal wy³¹cznie na wz roœ-
cie stê¿enia b-HBA [4].

5. Pod sum owa nie

Przed staw iona me toda GC-PCI-MS oznac zania cia³
ke ton owy ch po zwala na szyb kie i równ oczesne oznac za -
nie Ac-Ac oraz b-HBA. Jest przy tym tech nik¹ spe cyf icz -
n¹, od pow iednio dok³adn¹ i pre cyz yjn¹, a tak ¿e za pew -
niaj¹c¹ wy sok¹ wy dajnoœæ eks trakc ji.

Za stos owa na pro ced ura eks trakc yjna oraz mo¿ liwoœæ 
anal izy oznac zany ch sub stanc ji przy u¿y ciu jo niz acji
che miczn ej, a tak ¿e mo nit oro wan ie wy bran ych jo nów,
po zwal aj¹ na znaczn¹ redukcjê wp³ywu ma trycy  biolo -
gicznej po chodz¹cej z ma ter ia³u po œmi ertnego, kt óry jest
sz cze gólnie obci¹¿ony sk³ad nik ami wy twor zony mi w pro - 
ce sach gnil no-au tol ity cznych. Po nadto re zult aty  wali da -
cji pro wadz¹ do wnio sku, ¿e za prop ono wana me toda
oznac zania cia³ ke ton owy ch jest od pow iednia dla oceny
po ziomu ke ton emii i ke ton urii.    
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