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Abstract

In recent years, volatile anaesthetics have increasingly frequently been reported by police as substances which are used to induce
loss of consciousness of victims in order to facilitate crime. The main purpose of the present work was to study the effectiveness
of the sensitive HS-SPME-GC-MS method in determination of halogenated volatile compounds in blood. The study included
three substances which are used in general volatile anaesthesia: desflurane, sevoflurane and isoflurane. Preliminary identification
is based on comparison of relative retention times. Final confirmation is done by inspection of the mass spectrum, which is ob-
tained using the HS-SPME-GC-MS method. This method is also used for quantification. The conditions of HS-SPME were opti-
mized. The extraction was performed with a PDMS (100 um) fibre. The HS-SPME-GC-MS method was validated. A linear
calibration model was applied for the range 0.75—15.0 pg/ml. For all analytes, limits of quantification were below 1 pg/ml. Preci-
sion and accuracy were within the acceptable range for toxicological analysis (maximum relative error for sevoflurane: 15.2%;
the worst precision for isoflurane, CV'= 15.5%). It was also shown that blood samples have to be kept at low temperature (—20°C).
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1. Introduction

Volatile organic compounds (VOCs) are a group of
organic compounds which are characterized by high
vapour pressure and low solubility in water and their
boiling point is below 250°C. Substances containing
halogen atoms in the molecule (usually F, Cl, Br) form
one of the subgroups of the volatile organic compounds —
known as halogenated volatile organic compounds
(HVOCs). Volatile inhalation anaesthetics currently in
use fall into this category.

Anaesthetics are agents used in medicine to cause
temporary and reversible loss of consciousness and
pain sensation during medical treatment. They are

classified as inhalation or intravenous according to the
method of administration. Amongst substances admin-
istered by respiratory tract, it is possible to distinguish
a group of volatile liquids (halothane, enflurane, iso-
flurane, desflurane and sevoflurane) and a group of an-
aesthetic gases (nitrous oxide, oxygen and xenon).
Nowadays, halogen derivatives of ethers are used as
inhalation anaesthetics: enflurane (1966), isoflurane
(1970), sevoflurane (1981) and desflurane (1988)'.
They are considered potentially dangerous. The reason
for that is the fact that a toxic dose causing heart failure

! Date of introduction of a given substance into clinical practice
is given in brackets.
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is in most cases only 2 to 4 times higher than the con-
centration needed for the desired anaesthetic effect [6].

Toxicological analysis of biological material for
the presence of inhalation anaesthetics can be per-
formed in cases of their administration during inpatient
healthcare (deaths during or shortly after anaesthesia,
concentration monitoring of the gas inhaled by the pa-
tient, analysis of occupational exposure) and cases of
criminal use (e.g. induction of unconsciousness in vic-
tims before robbery). Media reports indicate that “home-
jackings” have been noted throughout Poland since
2004, for example in Bialystok and Kielce, as well as
in Matopolska, Swigtokrzyska and Mazovia Voivode-
ships. However, in most cases, subsequent investiga-
tions have refuted the theory that the given break-in
was performed using sleep-inducing agents. A con-
trary opinion is held by the victims, who cannot be-
lieve that all persons present at the time of the robbery
slept so deeply.

The increasing number of cases of supposed use of
rapidly evaporating agents by people committing crimes
was the reason for an attempt to develop a method of
detection and determination of these substances in bio-
logical samples for toxicological purposes. Various
analytical methods are applied to determine inhalation
anaesthetics, depending on the circumstances of the
event and on the form of the sample. The most com-
monly used method is gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). Nowadays, techniques
of analyte extraction from biological material (used
with this method) significantly improve analysis pa-
rameters, such as limit of detection or quantification.

Inhalation anaesthetic substances can be determined
in different biological materials, such as urine, blood,
brain, lungs or liver. However, the material most com-
monly used for analysis is blood, because of the bene-
ficial value of their blood-gas partition coefficients.
On the other hand, because of the noninvasive method
of sampling, determination of inhalation anaesthetics
in urine is becoming more common [7]. Liquid-liquid
extraction (LLE) can also be applied to analysis of vol-
atile inhalation anaesthetics in blood [2, 8]. However,
since LLE is a multi-step procedure, it is not widely
used in volatile inhalation anaesthetics extraction due
to the risk of analyte loss.

The headspace (HS) extraction technique [6] is
particularly useful in determination of inhalation an-
aesthetics in blood, due to the value of the blood-gas
partition coefficients. In the literature, there are many
descriptions of application of this technique in analy-
sis of halogenated volatile organic compounds in dif-
ferent biological material: blood, urine and pieces of
organs (brain, lungs, liver). Use of the HS technique

allows analysis of single compounds [10] as well as
a mixture of inhalation anaesthetics [1, 4, 11]. The first
to perform an analysis of all 5 compounds (halothane,
enflurane, isoflurane, desflurane and sevoflurane) in
blood by using the HS technique was a group of Tai-
wanese scientists in 2001 [11]. However, among meth-
ods of SPME, of particular interest is one described in
one of the earlier works concerned with analysis of in-
halation anaesthetics by F. Musshoff [5], and also
a method of determination of toluene and styrene pub-
lished in 2008 [3].

2. Material and methods
2.1. Reagents and biological material

Three substances that are applied as inhalation an-
aesthetics were analysed: desflurane (trade name:
Suprane, liquid for inhalation, Baxter); sevoflurane
(Sevorane, liquid for inhalation, Abbot); and isoflu-
rane (Errane, liquid for inhalation, Baxter). The struc-
tural formula of inhalation anaesthetics is shown in
Figure 1. A solution of 1-chlorobutane (99.5% HPLC
grade, Sigma-Aldrich) in methanol (99.9%, Merck)
of 88.6 pg/ml concentration was used as an internal
standard. Material used for determination of halogena-
ted volatile organic compounds was analyte-free blood
originating from a blood donor centre.

'T "Il 'T Desflurane
H—?—O—?—?—F (R.8)-2-(difluoromethoxy)-
F F F 1,1,1.2-tetrafluoroethane
||: |_‘| 'T Iso}f}urane
2-chloro-2-
H—C—Q-C—C—F i
I (SR (difluoromethoxy)-
F el 1,1,1-trifluoroethane
i
I-II F_(%_F Sevoflurane
F—(%—O—(%—H 1,1,1,3.3,3-hexafluoro-
H F—(I3—F 2-(fluoromethoxy)propane
F

Fig. 1. Structural formula of inhalation anaesthetics.

2.2. Equipment

A Focus GC gas chromatograph coupled with
a DSQ II mass spectrometer by Thermo Electron Cor-
poration (with an SPB-624 capillary column, 60 m long,
I.D. 0.25 mm, film thickness 1.4 mm by Supelco) and
an SPME Supelco kit: microsyringe for manual injec-
tion and an SPME fibre coated with polydimethyl-
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siloxane (PDMS) sorbent with film thickness of 100 um
(red/plain) were used.

A temperature gradient program was used in the
procedure. Analysis started at a temperature of 36°C,
which was maintained for 4 min. Afterwards the tem-
perature was increased at a rate of 20°C/min up to
a final value of 200°C. The final temperature was main-
tained for an additional 1 min. The total time of the
temperature program was 13.20 min.

The helium flow rate through the column was con-
stant at 1.2 ml/min. The temperature of the injector
was 200°C. Throughout all analyses, a split injector
was used, with a split ratio of 1:10.

The transfer line was heated to 230°C. The temper-
ature of the ion source was 250°C.

Electron impact ionization at an electron energy of
70 eV was applied. The mass detection system worked
in total ion current (TIC) mode and in selected ion
monitoring (SIM) mode as well. The scanned mass
range for TIC was 50-300 amu.

3. Results
3.1. Optimization of HS-SPME

Headspace solid phase microextraction conditions:
time and temperature of sorption, addition of other
chemical substances to the blood samples and expo-
sure time of the fibre in the injector were selected dur-
ing the optimization process. The selection criterion
was the height of the chromatographic peaks. Results
are shown in Figures 2, 3 and 4. One type of fibre was
used during the analysis: PDMS 100 um. The fibre
was conditioned in the chromatographic injector (time
30 min, temperature 200°C) before use.
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Fig. 2. Optimization of absorption time.

A vial of 10 ml volume was filled with 100 pl of
blood, and 10 pl of internal standard (1-chlorobutane
in methanol, 88.6 pg/ml) was added. Absorption took
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Fig. 3. Optimization of absorption temperature.

15000
18000
14000

= 12000
-E 10000
5000
E B000
4000
2000
a T
Desflurane Sevolurane |zofiurane
| mwithout et mwith sat |

Fig. 4. Comparison of addition and non-addition of salt to
the blood sample (100 pl of saturated sodium carbonate).

place immediately after sample preparation; insertion
depth of the fibre into the vial was 2 cm (read from the
scale of the microsyringe). Absorption occurred at
a temperature of 23°C (environment temperature) for
10 min. Afterward the microsyringe was placed inside
the injector, where desorption took place for 30 s at
a temperature of 200°C. The fibre was inserted to a depth
of 3 cm inside the injector.

3.2. Elaboration and validation

3.2.1. Elaboration and validation — general
information

Identification of analyzed inhalation anaesthetics
was carried out using retention times and m/z values of
three fragment ions: the ion with highest intensity in
the mass spectrum (the so-called quantitative ion), the
ion with the next highest intensity (confirming ion)
and an additional ion. The m/z values of the chosen
ions are respectively: desflurane 51, 69, 149; sevoflu-
rane 51,69,131; isoflurane 51, 115, 117. Mass spectra
of analyzed substances obtained in total ion current are
shown in Figure 5. Chromatograms obtained in SIM
mode for chosen ions of the three analyzed compounds
are shown in Figures 6, 7 and 8 for desflurane, sevo-
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Fig. 5. Mass spectra of desflurane, sevoflurane, and iso-
flurane.
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Fig. 6. Chromatograms of desflurane detected in blood sam-
ple, concentration 15 pg/ml, RT=5.96 min, ions: 51, 69, 149.

RT. 324-1109

"
1.77ES
829 mhz=
100 5050-51.50
F. M8 K=
08040905
1 RT-754
s06 AH:11207 1070
331 411436 476 526 551 61 748 SN18 882 039972 1050
0
752 N
AH 47165 4B0E4
SN 718 miz=
2 1007 £6.50-60.50
] 827 F. WS ICE
B 09040905
2
£
3 1331376 423 473506 551 596 635 680 774 |1 847 897 939 980 1032 1055
- RT 752
AH: 116013
— SN Tan
|
0]
328 383 438 476 403 554 586 B34 708 73 847 BS7 BBO 054 1010 1040 10.90
T T T T e

o AT T T U T T
4 5 [3 7 8 9 10 11
Time (min)

Fig. 7. Chromatograms of sevoflurane detected in blood sam-
ple, concentration 15 pg/ml, RT=7.52 min, ions: 51, 69, 131.

flurane and isoflurane respectively. Substances were
extracted from blood using the developed HS-SPME
method.

Validation of the developed method encompassed
drawing up of calibration curves and determination of
limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ),
precision, accuracy and specificity.

Furthermore, the effect of the matrix on analyte ex-
traction and the stability of the blood solution contain-

Fig. 8. Chromatograms of isoflurane detected in blood sample,
concentration 15 pg/ml, RT = 8.27 min, ions: 51, 115, 117.

ing inhalation anaesthetics depending on sample prepa-
ration (blood collection with a pipette or microsyringe,
opening of vials) and storage conditions was studied.

3.2.2. Calibration curves

The linearity range of the concentrations was in
the chosen working range and was equal to 0.75—
15.0 pg/ml (for solutions of substances in blood at
6 concentration levels: 0.75; 1.5; 3.75; 7.5 and 15.0 ug/ml).
Obtained results were plotted as a relationship between
analyte concentration and ratio of analyte peak height
to internal standard peak height. For each of the com-
pounds, heights of the peaks of quantitative and con-
firming ions were used. Linear regression parameters
obtained only for quantitative ions are shown in Table L.

TABLE I. PARAMETERS OF CALIBRATION PLOTS

Parameter  Desflurane  Sevoflurane Isoflurane
0.0021 0.0094 0.0144
—0.00012 0.0007 0.0023

R’ 0.9988 0.9975 0.9932

3.2.3. Limits of detection and quantification

Obtained values of LOD and LOQ are shown in Ta-
ble II. The LOQ was taken as the lowest concentration
from the established linearity range, because it is the
minimal concentration of the analyte that can be quan-
tified using the developed method with assumed preci-
sion and accuracy. Limit of detection was calculated
from the equation:

3.5

LOD="", {1}
a
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TABLE III. PRECISION AND ACCURACY

Concentration [pg/ml] Desflurane Sevoflurane Isoflurane
Spiked 1.5 15.0 1.5 15.0 1.5 15.0
Average 1.3 14.3 1.3 13.5 1.3 14.6
Confidence interval +0.12 +1.03 £0.11 +1.04 +0.17 £1.01
Min. 1.1 11.8 1.1 11.6 1.0 12.6
Max. 1.5 15.6 1.5 14.9 1.5 16.3
E [%] 12.8 44 15.2 10.1 14.3 2.6
SD 0.14 1.2 0.14 1.2 0.2 1.2
RSD [%] 10.6 8.5 10.7 9.2 15.5 8.3

where: s — standard deviation of the blank sample re-
sults for analyte retention time, @ — method sensitivity
(calibration line slope coefficient).

TABLE II. LIMITS OF DETECTION AND LIMITS

OF QUANTIFICATION
Concentration Desflurane  Sevoflurane Isoflurane
[ng/ml]
LOD 0.596 0.038 0.027
LOQO 0.750 0.750 0.750

3.2.4. Precision and accuracy

Analyses were carried out for 8 days using two
concentrations: 1.50 and 15.0 pg/ml. Standard devia-
tion (SD) and relative standard deviation (RSD) were
taken as a measure of precision. Relative error (£) was
taken as a measure of accuracy. Results are shown in
Table III.

3.2.5. Solutions stability

Investigation of the stability of the inhalation an-
aesthetic substances solutions in blood is of great im-
portance, because in practice analysis is performed
with a time delay after sample collection from a person
potentially exposed to these substances.

In the first step of the stability study using standard
solutions of anaesthetics in blood, the influence of sam-
ple preparation methods on results was studied. Quanti-
fication of the same standard solution of 15.0 pg/ml
concentration was done for 5 consecutive days. Every
day, the measurement was repeated three times. Sam-
ples of 100 ul volume were collected using a pipette

from a vial of 10 ml volume, which was opened each
time. Blood was stored at 4°C.

Obtained results are presented in the form of graph
in Figure 9. A repeatable drop in analyte content can
be seen. It was estimated that the amount of inhalation
anaesthetics in blood which was subjected to the de-
scribed procedure decreased by approximately 20%
each day.

The second step of the stability study using stan-
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Fig. 9. Results of stability study.

dard solutions of anaesthetics in blood was focused on
the influence of the sample storage conditions. Quanti-
fication of two standard solutions, both of 15.0 pg/ml
concentration, but one stored at 4 °C and the second at
—20 °C was carried out. Measurements were repeated
three times at defined time intervals. Results are shown
in Tables IV and V.
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TABLE IV. RESULTS OF STABILITY STUDY —
SAMPLES STORED AT 4 °C

Substance Concentration [pg/ml]

After After After

1 day 8 days 26 days
Desflurane 1 15.0 3.7 Below LOQ
11 13.4 3.7
Sevoflurane 1 12.8 4.6 Below LOQ
11 11.9 4.4
Isoflurane I 14.5 5.1 Below LOQ

II 14.8 5.4

TABLE V. RESULTS OF STABILITY STUDY —
SAMPLES STORED AT -20°C

Substance Concentration [pg/ml]
After  After After
1day 8days  26days

Desflurane 1 14.7 16.1 14.8
11 16.6 17.2 15.6

Sevoflurane I 15.5 14.5 14.6
I 14.2 14.5 15.8

Isoflurane I 15.5 16.2 12.8
11 16.8 16.4 13.7

3.2.6. Selectivity and estimation of the matrix
effect on the extraction degree

In order to estimate the selectivity of the method to-
wards naturally occurring components in the biologi-
cal matrix, an analysis of 10 blood samples earmarked
for toxicological examination was performed, which
apart from natural biological background also pro-
vided composition variability (e.g. ethyl alcohol). Anal-
ysis of the obtained chromatograms did not reveal the
presence of substances naturally occurring in blood
which would interfere with the quantified substances.
It was concluded that the method is selective to the
sample matrix.

Estimation of the matrix effect on the HS-SPME
extraction degree was based on a comparison between
results of analyte extraction from blood and analyte
extraction from water solutions using the same method.
Quantification was performed on two levels of con-
centration: 1.5 and 15.0 pg/ml. No significant differ-
ence was seen in the results obtained from water so-
lutions and from blood samples.

4. Discussion

The initial step of the research was aimed at com-
paring results obtained by using liquid-liquid extrac-
tion and headspace solid phase microextraction. In the
case of traditional liquid-liquid extraction using pentane,
interference of isoflurane (and also sevoflurane) peaks
with overloaded, strongly “tailing” peaks of the
extractant was noted. Due to the high volatility of the
analytes, vaporization of the solvent was not possible.
Co-elution also affected retention times. Attempts us-
ing different extractants did not yield satisfactory re-
sults either. Only the application of the solvent-free
headspace solid phase microextraction technique yielded
expected results.

The HS-SPME method proved to be more efficient
not only because of better readability of obtained
chromatograms, but also because of superior separa-
tion and extraction of the compounds. Fewer steps are
needed to perform the HS-SPME procedure when
compared to LLE, which results in better repeatability
and minimization of volatile analyte loss. Moreover,
this method is faster, allows analysis of smaller blood
sample volumes and obtained extracts contain fewer
background compounds. It was ascertained that in the
case of volatile organic compounds analysis in biolog-
ical material, it is recommended to use headspace solid
phase microextraction.

In the course of the performed optimization, a pro-
cedure of volatile analyte extraction from biological
samples was chosen. Optimal absorption time, for which
maximal height of all peaks was found, is 10 min (Fig-
ure 2). This is the time needed to achieve a blood-gas
equilibrium state and also to absorb a maximal amount
of the analyzed compounds on the fibre.

The results demonstrate that the optimum tempera-
ture for analyte absorption on the fibre is the ambient
(room) temperature (without sample heating). This
kind of dependence can be explained by the fact that
although an increase in temperature increases the
blood-gas partition coefficient (equilibrium moved to-
wards gas phase), at the same time the gas-fibre parti-
tion coefficient drops, as the absorption process is
exothermic.

Comparison of obtained chromatographic peak
heights for blood with and without the addition of
Na,COs; solution shows that an increase in the ionic
strength of the solution does not cause a clear increase
in peak heights (Figure 4). A lack of influence of salt-
ing on the amount of the absorbed analytes is due to the
fact that the substances being determined are poorly
soluble in water and therefore they exist in a non-hy-
drated form.
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No significant differences for desorption time of
30 s and 13.20 min (fibre was in the injector for the
whole analysis time) were noted. Because of the speed
of the analysis and the longer fibre life-span the opti-
mal desorption time was chosen as 30 s.

In the course of the HS-SPME-GC-MS method
validation, it was confirmed that the reliability of ob-
tained results depends strongly on the preparation and
storage conditions of the blood samples containing
halogenated volatile organic compounds. In order to
prevent volatile analyte loss it is advisable to keep the
samples closed. This is achievable by using a microsy-
ringe instead of an automatic pipette and by using vials
of minimal volume, which ensures minimal gas phase
volume above the liquid. The opening of vials has the
biggest influence on the (in)stability of solutions of in-
halation anaesthetics in blood. Therefore it is recom-
mended that samples be collected by puncturing the
septum with a micro syringe. It was also found that it is
absolutely crucial to store the blood samples at low
temperatures (—20°C), even if the analysis is performed
shortly after sample collection (less than one week). At
temperatures above 0°C, leaking of the substances
through the septum of the vial prevents proper quanti-
fication of initial analyte content. The decrease in con-
tent is very similar for all three determined substances.
In the case of storing the samples in the refrigerator,
analyte concentrations drop to 2% of the initial value
after 26 days. Storage at temperatures below 0°C sig-
nificantly decreases the rate of analyte evaporation
from blood samples. After 26 days of storage at —20°C
no significant concentration decrease was found. The
largest drop was noted for isoflurane, but the value was
still above 80% of the initial one.

5. Summary

1. The developed HS-SPME-GC-MS method of de-
sflurane, sevoflurane, and isoflurane determina-
tion in blood samples proved to have satisfactory
selectivity, sensitivity, accuracy and precision.

2. The method allows quantification of substances
occurring in very low amounts (LOQ < 1 pg/ml).

3. The method is fast (sample preparation time: 10 min,
analysis time: 13 min) and the sample preparation
steps were kept to a minimum due to the analyte’s
volatility. Both the storage conditions and the sam-
ple preparation procedure affect the reliability of re-
sults of analysis of inhalation anaesthetics in blood.

4. The described method can also be applied to de-
termine the presence of other volatile organic com-
pounds in biological material.
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OZNACZENIE WZIEWNYCH ANESTETYKOW WE KRWI
METODA CHROMATOGRAFII GAZOWEJ Z DETEKCJA MAS
Z. WYKORZYSTANIEM NADPOWIERZCHNIOWEJ MIKROEKSTRAKCJI

DO FAZY STALEJ (HS-SPME-GC-MS)

1. Wstep

Lotne zwiazki organiczne (VOCs) to grupa zwiazkoéw
organicznych, ktore charakteryzuja si¢ wysoka pr¢znos-
cig par i niska rozpuszczalnoscia w wodzie, a ich tempe-
ratury wrzenia sa mniejsze lub rowne 250°C. Substancje
zawierajace atomy halogenow w czasteczce (przewaznie
F, Cl, Br) tworza jedna z podgrup lotnych zwiazkéw or-
ganicznych, tzw. halogenowe lotne zwiazki organiczne
(HVOCs). Do tej kategorii zalicza si¢ obecnie stosowane
wziewne substancje anestetyczne.

Anestetyki sg to $rodki stosowane w medycynie w celu
przejsciowego i odwracalnego zniesienia $wiadomosci
oraz odczucia bdlu w czasie przeprowadzania zabiegéw
operacyjnych. Ze wzgledu na sposoéb podania $rodki te
dzielimy na wziewne oraz dozylne. Wérdd substancji po-
dawanych droga oddechowa mozna wyr6zni¢ grupg lot-
nych cieczy (halotan, enfluran, izofluran, desfluran, sewo-
fluran) oraz gazy anestetyczne (podtlenek azotu, tlen,
ksenon). Obecnie stosowane wziewne $rodki anestetycz-
ne to halogenopochodne etery: enfluran (1966), izofluran
(1970), sewofluran (1981) oraz desfluran (1988)". Sub-
stancje te sa zaliczane do potencjalnie niebezpiecznych.
Powodem tego jest fakt, ze dawka toksyczna powodujaca
niewydolnos$¢ krazenia jest w wigkszosci przypadkow
tylko 2—4 razy wigksza od stgzenia wywotujacego poza-
dany efekt anestetyczny [6].

Analiza toksykologiczna materiatu biologicznego na
obecnos¢ wziewnych anestetykow moze by¢ prowadzo-
na w zwiazku z przypadkami dotyczacymi ich uzycia
w lecznictwie zamknigtym (zgony podczas lub zaraz po
anestezji, monitorowanie st¢zenia gazu wdychanego przez
pacjenta, analiza narazenia zawodowego) oraz przypad-
kami dotyczacymi przestgpczego wykorzystania tych §rod-
kéw (np. wywotanie stanu nieprzytomnosci ofiar w celu
utatwienia kradziezy). Jak donosza media, kradzieze me-
toda ,,na §piocha” sa notowane na terenie catej Polski od
roku 2004, m.in. w Biatymstoku, w Kielcach, w woje-
wodztwie matopolskim, mazowieckim i §wigtokrzyskim.
W wigkszos$ci przypadkéow pozniejsze §ledztwa obalaja
jednak tez¢ uzycia przez wlamywaczy $rodkdéw usypia-
jacych. Innego zdania sa poszkodowani, ktoérzy nie sa
w stanie uwierzy¢ w tak mocny sen wszystkich obecnych
na miejscu domownikow.

! W nawiasach podano date wprowadzenia danej substancji do
praktyki kliniczne;j.

Rosnaca liczba przypadkéw domniemanego wykorzy-
stywania szybko ulatniajacych si¢ srodkéw przez osoby
popetniajace przestgpstwa byta powodem podjgcia proby
opracowania metody wykrywania oraz oznaczania tych
substancji w probkach biologicznych na potrzeby analiz
toksykologicznych. Do oznaczenia wziewnych aneste-
tykow stosowane sa rozne metody analityczne w zaleznos-
ci od okolicznoéci zdarzenia oraz postaci badanej prob-
ki. Najczgsciej jest to chromatografia gazowa sprzgzona
ze spektrometria mas (GC-MS). Obecnie stosowane z ta
metoda techniki ekstrakcji analitow z probek biologicz-
nych znacznie poprawiaja osiagane parametry analizy,
takie jak granica wykrywalno$ci czy oznaczalnosci.

Wziewne substancje anestetyczne moga by¢ oznacza-
ne w réznych probkach biologicznych, takich jak mocz,
krew, mozg, ptuca, watroba. Jednak ze wzgledu na ko-
rzystna warto$¢ ich wspolezynnikéw podzialu krew-gaz
najczesciej do analizy wykorzystuje si¢ krew. Z powodu
nieinwazyjnej metody pobierania probek np. od pracow-
nikéw opieki medycznej coraz czgéciej spotykane jest
oznaczenie wziewnych anestetykow w moczu [7]. Do
analizy lotnych wziewnych anestetykéw we krwi mozna
rowniez stosowac ekstrakcje ciecz-ciecz (LLE) [2, 8].
Poniewaz jednak LLE to procedura wielostopniowa, tech-
nika ta nie jest zbyt czgsto uzywana do wyekstrahowania
substancji lotnych z obawy przed ich utrata.

Szczegolnie przydatna do oznaczania wziewnych sub-
stancji anestetycznych we krwi ze wzgledu na korzystna
warto$¢ ich wspotczynnikow podziatu gaz-krew jest tech-
nika analizy fazy nadpowierzchniowej (HS) [6]. W lite-
raturze przedmiotu istnieje wiele opisow uzycia tej tech-
niki do analizy halogenowych lotnych zwiazkéw orga-
nicznych z r6znych materiatow biologicznych: krwi, mo-
czu oraz wycinkéw narzadow (mozg, ptuca, watroba).
Zastosowanie HS pozwala na analize zaréwno pojedyn-
czych zwiazkow [10], jak i na jednoczesna analiz¢ mie-
szaniny wziewnych anestetykow [1, 4, 11]. Po raz pierw-
szy analizy wszystkich pigciu substancji (halotan, enflu-
ran, izofluran, desfluran, sewofluran) we krwi z uzyciem
analizy fazy nadpowierzchniowej udato si¢ dokonaé
tajwanskim naukowcom w 2001 roku [11]. Natomiast
sposrod metod wykorzystujacych SPME na szczegolna
uwagg zastuguje jedna z nich opisana w jednej z wezes-
niejszych prac dotyczacych analizy wziewnych aneste-
tykow, a opracowana przez F. Musshoffa [5], a takze
metoda oznaczania toluenu oraz styrenu opublikowana
w 2008 roku [3].
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2. Material i metody
2.1. Odczynniki i materiat

Do analizy wykorzystano trzy substancje stosowane
w anestezji wziewnej: desfluran (nazwa handlowa: Su-
prane, ptyn do anestezji wziewnej; Baxter); sewofluran
(Sevorane, ptyn do anestezji wziewnej; Abbott); izoflu-
ran (Errane, plyn do anestezji wziewnej; Baxter). Wzory
strukturalne badanych wziewnych anestetykow przed-
stawiono na rycinie 1. Jako standardu wewngtrznego
uzyto roztworu l-chlorobutanu (99,5% HPLC grade,
Sigma-Aldrich) w metanolu (99,9%, Merck) o st¢zeniu
88,6 ng/ml. Materiatem stuzacym do analizy lotnych ha-
logenowych zwiazkow organicznych byta krew wolna od
badanych substancji, pochodzaca ze stacji krwiodaw-
stwa.

2.2. Aparatura

W trakcie przeprowadzanych badan wykorzystano
chromatograf gazowy Focus GC potaczony z detektorem
mas DSQ II firmy Thermo Co. Elektron (z kolumna ka-
pilarna SPB-624 60 m x 0,25 mm L.D., grubo$¢ filmu
1,4 um, Supelco) oraz zestaw do SPME Supelco: mikro-
strzykawka do dozowania manualnego i wiokno SPME
pokryte sorbentem polidimetylosiloksanowym PDMS
o grubosci filmu 100 pum (red/plain).

W metodzie zastosowano gradientowy program tem-
peraturowy. Analiza rozpoczynata si¢ przy 36°C i ta tem-
peratura byta utrzymywana przez 4 min. Nast¢pnie wzra-
stata z szybkoscia 20°C/min az do osiagniecia wartosci
koficowej rownej 200°C. Temperatura koncowa byla
utrzymywana przez 1 min. Czas programu temperatu-
rowego wynosit 13,20 min.

Natgzenie przeptywu helu przez kolumng bylo stale
iwynosito 1,2 ml/min. Temperatura dozownika wynosita
200°C. Podczas wszystkich analiz stosowano dozowanie
z podzialem strumienia gazu, a stosunek podziatu byt
réwny 10.

Temperatura linii transferowej wynosita 230°C, a zrod-
fa jonow 250°C. Zastosowano jonizacje elektronowa
o energii 70 eV. Detektor mas pracowatl w trybie catko-
witego pradu jonowego TIC, jak rowniez w trybie moni-
torowania wybranych jonéw SIM. W przypadku trybu
TIC zakres skanowanych mas wynosit 50-300 amu.

3. Wyniki
3.1. Optymalizacja HS-SPME
Warunki procedury nadpowierzchniowej mikroeks-

trakcji do fazy stalej: czas i temperatura sorpcji, dodatek
innych substancji chemicznych do probek krwi oraz czas

ekspozycji wiokna w dozowniku dobrano w procesie
optymalizacji. Kryterium wyboru stanowila wysoko$¢
pikow chromatograficznych. Wyniki przedstawiono na
rycinach 2, 3 i 4. Do analizy wykorzystano jeden rodzaj
wiokna: PDMS 100 pum. Przed uzyciem wtdkno byto kon-
dycjonowane w dozowniku chromatograficznym (czas
30 min, temperatura 200°C).

Do fiolki o pojemnosci 10 ml pobierano 100 pl krwi,
do ktérej dodawano 10 pl wzorca wewngetrznego (chlorek
butylu w metanolu, 88,6 ug/ml). Absorpcja nastgpowata
zaraz po przygotowaniu probki; gleboko$¢ wsunigcia
wlokna w fiolce wynosita 2 cm (zgodnie z podziatka na
mikrostrzykawce). Absorpcja przebiegata w temperatu-
rze 23°C (temperatura otoczenia) przez 10 min. Nastepnie
mikrostrzykawke przenoszono do dozownika chromato-
graficznego, gdzie przez 30 s zachodzita desorpcja w tem-
peraturze 200°C. Wi6kno wsuniete byto do dozownika na
glebokose 3 cm.

3.2. Opracowanie i walidacja
3.2.1. Opracowanie i walidacja — informacje ogolne

Do identyfikacji analizowanych wziewnych aneste-
tykow wykorzystano czasy retencji oraz wartosci m/z
trzech jonow fragmentacyjnych: jonu o najwyzszej inten-
sywno$ci w widmie masowym (tzw. jon ilosciowy), jonu
o kolejno nizszej intensywno$ci (jon potwierdzajacy)
oraz jonu dodatkowego. Wybrane wartosci m/z jonow
analizowanych substancji to odpowiednio: desfluran 51,
69, 149; sewofluran: 51, 69, 131; izofluran: 51, 115, 117.
Widma masowe analizowanych substancji otrzymane
w trybie catkowitego pradu jonowego pokazano na ryci-
nie 5. Na rycinach 6, 7, 8 przedstawiono chromatogramy
uzyskane w trybie SIM dla wybranych w metodzie jonéw
trzech analizowanych substancji, odpowiednio: desflu-
ranu, sewofluranu oraz izofluranu. Substancje byty wy-
ekstrahowane z krwi opracowana metoda HS-SPME.

Walidacja opracowanej metody obejmowata wyzna-
czenie (dla trzech badanych substancji) zaleznos$ci kalib-
racyjnej, granicy wykrywalno$ci, granicy oznaczalnosci,
precyzji, doktadnosci oraz specyficznosci. Zbadano tak-
ze wplyw matrycy na ekstrakcj¢ analitdéw oraz stabilno$¢
roztworow krwi zawierajacej wziewne anestetyki w za-
leznosci od sposobu przygotowania probek (pobieranie
krwi pipeta lub mikrostrzykawka, otwieranie fiolek) oraz
warunkow przechowywania.

3.2.2. Zaleznosci kalibracyjne

Zakres liniowosci stgzen pokryt si¢ z wybranym za-
kresem roboczym i wynosit 0,75-15 pg/ml (dla roz-
tworéw substancji we krwi na 6 poziomach stgzen:
0;0,75; 1,5; 3,75; 7,5 1 15 pg/ml). Otrzymane wyniki wy-
kreslono w postaci zaleznoS$ci st¢zenia analitu od sto-
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sunku wysokosci piku analitu do wysokosci piku od-
powiadajacego standardowi wewngtrznemu. Dla kazde-
go zwiazku uwzgledniono wysoko$¢ pikow jonu ilos-
ciowego oraz potwierdzajacego. Parametry prostych otrzy-
manych dla jonéw ilosciowych zebrano w tabeli 1.

3.2.3. Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

Otrzymane wartosci granicy wykrywalnosci LOD
i granicy oznaczalnosci LOQ zebrano w tabeli II. Za gra-
nicg oznaczalnoSci LOQ przyjeto najnizsze st¢zenie
z wyznaczonego zakresu liniowosci metody, poniewaz
jest to minimalna warto$¢ stezenia analitu, ktora mozna
wyznaczy¢ opracowang metoda analityczna z zalozona
precyzja i doktadno$cia. Granice wykrywalnosci LOD
WYZNaczono ze Wzoru:

Lop=>7%, {13
a

gdzie: s — odchylenie standardowe wynikdw Slepej proby
dla czasu retencji analitu, @ — czuto§¢ metody (wspol-
czynnik nachylenia linii kalibracyjne;j).

3.2.4. Precyzja i dokladnosé

Oznaczenia prowadzono przez 8 dni na dwoch po-
ziomach stgzen: 1,50 oraz 15,0 pg/ml. Jako miarg precy-
zji przyjeto warto$¢ odchylenia standardowego SD oraz
wzglednego odchylenia standardowego RSD. Jako miarg
doktadnosci przyjeto btad wzgledny E. Wyniki zebrano
w tabeli I1I.

3.2.5. Stabilnosc roztworow

Zbadanie stabilnos$ci roztworéw wziewnych substan-
cji anestetycznych we krwi jest szczegolnie istotne,
poniewaz w praktyce wykonuje si¢ analizy probek po
pewnym czasie od momentu pobrania krwi od osoby
narazonej na dzialanie tych substancji.

W pierwszym etapie badania stabilno$ci roztworéw
wzorcowych anestetykow we krwi sprawdzano wpltyw
metody przygotowania probek na otrzymywane wyniki.
Prowadzono oznaczenia dla tego samego roztworu wzor-
cowego o stezeniu 15,0 pg/ml przez 5 dni. Kazdego dnia
pomiar powtarzano trzykrotnie. Probki krwi o objgtosci
100 pl pobierano za pomoca pipety z fiolki o pojemnosci
10 ml, ktéra zawsze byta otwierana. Krew przechowywa-
no w temperaturze 4°C.

Otrzymane wyniki zostaty przedstawione w postaci
wykresu na rycinie 9. Widoczny jest na niej powtarzalny
spadek zawartosci analitow. Oszacowano, ze zawarto$¢
wziewnych substancji anestetycznych we krwi, ktora
byta poddawana opisanej procedurze badawczej, maleje
o okoto 20% w ciagu jednego dnia.

W drugim etapie badania stabilno$ci roztworéw wzor-
cowych anestetykdw we krwi skupiono si¢ na wplywie
warunkow przechowywania probek. Prowadzono ozna-
czenia dla dwoch roztwordéw o stezeniu 15 pg/ml, ktore
przechowywano w réznych warunkach: jeden w tempe-
raturze 4°C, drugi w temperaturze —20°C. Oznaczenia
byly powtarzane trzykrotnie w okreslonych odstgpach
czasu. Wyniki zebrano w tabelach IV 1 V.

3.2.6. Specyficznosé oraz ocena wplywu matrycy
na stopien ekstrakcji

W celu zbadania specyficznos$ci metody pod katem
sktadnikéw naturalnie wystgpujacych w matrycy biolo-
gicznej, przeprowadzono analiz¢ 10 probek krwi prze-
znaczonych do badan toksykologicznych, co, oprocz na-
turalnego tta biologicznego, zapewnito zmiennos¢ sktadu
(np. alkohol etylowy). Analiza otrzymanych chromato-
gramow nie wykazata obecnosci substancji naturalnie
wystepujacych we krwi, ktore interferowatyby z oznacza-
nymi substancjami. Stwierdzono, ze opracowana metoda
jest specyficzna ze wzgledu na matryce probek.

Oceny wptywu matrycy probki na stopien ekstrakcji
HS-SPME dokonano na podstawie porownania wynikow
ekstrakeji analitow z krwi z ekstrakcja analitow przepro-
wadzona ta sama metoda z roztworéw wodnych. Ozna-
czenia dokonano na dwoéch poziomach st¢zen: 1,5 oraz
15 pg/ml. Nie stwierdzono istotnych r6zni¢ w wynikach
uzyskanych dla roztworé6w wodnych oraz dla probek
krwi.

4. Omowienie wynikow

Wstepny etap badan miat na celu poréwnanie wyni-
kéw uzyskanych przy zastosowaniu ekstrakeji ciecz-ciecz
oraz nadpowierzchniowej mikroekstrakcji do fazy state;j.
W przypadku tradycyjnej ekstrakcji ciecz-ciecz z zasto-
sowaniem pentanu stwierdzono interferencje pikow izo-
fluranu (a takze sewofluranu) z przeladowanymi, silnie
»ogonujacymi” pikami pochodzacymi od ekstrahenta. Ze
wzgledu na duza lotno$é analitow, odparowanie rozpusz-
czalnika byto niemozliwe. Koelucja wplywala takze na
czasy retencji. Proba uzycia innych ekstrahentow row-
niez nie rozwiazata problemu w zadawalajacym stopniu.
Dopiero zastosowanie bezrozpuszczalnikowej techniki
nadpowierzchniowej mikroekstrakcji do fazy statej przy-
niosto spodziewane rezultaty.

Metoda HS-SPME okazata si¢ bardziej efektywna
zarowno ze wzgledu na czytelno$¢ uzyskanych chro-
matogramow, jak i rozdziat substancji i stopien ekstrak-
cji. Liczba etapéw opracowanej procedury HS-SPME
w poréwnaniu z ekstrakcja ciecz-ciecz jest znacznie
mniejsza, co wplywa na zwigkszenie powtarzalno$ci oraz
minimalizacjg strat lotnych analitow. Metoda ta jest takze
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szybsza, umozliwia analiz¢ mniejszych obj¢tosci probek
krwi, a otrzymane ekstrakty zawieraja mniej sktadnikow
tla. Jednoznacznie stwierdzono, ze w przypadku analiz
lotnych zwiazkow organicznych w materiale biologicz-
nym wskazane jest zastosowanie nadpowierzchniowej
mikroekstrakceji do fazy statej.

W toku przeprowadzonej optymalizacji dobrano pro-
cedurg ekstrakcji lotnych analitow z probek biologicz-
nych. Optymalny czas absorpcji, dla ktérego uzyskano
maksymalna wysoko$¢ wszystkich pikow, to 10 min (ry-
cina 2). Czas ten jest potrzebny na osiagnigcie stanu row-
nowagi krew-gaz oraz na zaabsorbowanie na wtoknie
maksymalnej ilosci badanych substancji.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzié, ze optymalna
temperatura absorpcji analitow na wtoknie to temperatu-
ra otoczenia (bez podgrzewania probki). Taka zaleznosé
mozna thumaczy¢ tym, ze co prawda wzrost temperatury
powoduje wzrost wspodtczynnika podziatu krew-gaz
(rownowaga jest przesunigta w stron¢ przechodzenia do
fazy gazowej), ale jednoczesnie spada wspotczynnik po-
dzialu gaz-wtdkno, poniewaz absorpcja jest procesem
egzotermicznym.

Porownanie otrzymanych wysokosci pikow chroma-
tograficznych dla krwi bez dodatku oraz z dodatkiem roz-
tworu Na,COj; pokazuje, ze zwigkszenie sity jonowej
roztworu nie spowodowato jednoznacznego wzrostu wy-
sokosci pikow (rycina 4). Brak wpltywu wysalania na
ilo$¢ zaabsorbowanych analitow zwiazany jest z faktem,
ze badane substancje sa bardzo stabo rozpuszczalne w wo-
dzie, a zatem wystgpuja one w postaci niezhydratowane;j.

Nie stwierdzono istotnych roznic dla czasu desorpcji
30 s oraz 13,20 min (wldkno pozostalo w dozowniku
przez caly czas trwania analizy). Ze wzgledu na szybkos¢
wykonywanych analiz oraz dtuzsza zywotnos¢ widkna,
za optymalny czas desorpcji przyjeto 30 s.

W trakcie walidacji metody HS-SPME-GC-MS po-
twierdzono, ze na wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikéw
ma bardzo duzy wptyw sposdb przygotowania oraz prze-
chowywania probek krwi, ktore zawieraja lotne haloge-
nowe zwiazki organiczne. Aby zapobiec stratom lotnych
analitow, wskazane jest utrzymanie zamknigtych probek.
Mozna to uzyska¢ m.in. poprzez pobieranie ich mikro-
strzykawka (a nie pipeta automatyczna) oraz stosowanie
fiolek o mozliwie minimalnej pojemnosci, co gwarantuje
minimalna objetos¢ fazy gazowej nad ciecza. Najwigkszy
wplyw na niestabilno$¢ roztworéw wziewnych aneste-
tykow we krwi ma otwieranie fiolek, dlatego zaleca si¢
pobieranie probek krwi poprzez przektucie sept mikro-
strzykawka. Stwierdzono takze, ze bezwzglednie ko-
nieczne jest przechowywanie probek krwi w niskich tem-
peraturach (—20°C), nawet jesli analiza przeprowadzana
jest w krotkim czasie po pobraniu (mniej niz jeden ty-
dzien). W temperaturach dodatnich ulatnianie si¢ sub-
stancji przez septg fiolki uniemozliwia prawidlowe
oznaczenie pierwotnej zawarto$ci analitow. Spadek za-

warto$ci jest bardzo zblizony dla trzech badanych sub-
stancji. W przypadku przechowywania probek w lodow-
ce, po 26 dniach stgzenia analitow zmalaty do okoto 2%
zawartosci poczatkowej. Temperatura ujemna znacznie
spowalnia proces ulatniania si¢ analitéw z probek krwi.
Po 26 dniach przechowywania w temperaturze —20°C
nie stwierdzono znacznego spadku stgzen analitow. Naj-
wigkszy spadek zauwazono dla izofluranu, ale i tak jego
zawarto$¢ wyniosta ponad 80% zawartosci poczatkowe;.

5. Podsumowanie

1. Opracowana metoda HS-SPME-GC-MS oznaczania
desfluranu, sewofluranu i izofluranu w probkach krwi
charakteryzuje si¢ zadowalajaca selektywnoscia,
czutoscia, dokladnos$cia i precyzja.

2. Metoda pozwala na oznaczenie substancji wystgpu-
jacych w bardzo matych ilosciach (LOQ < 1 pg/ml).

3. Metoda jest szybka (czas przygotowania probki:
10 min, czas analizy 13 min), a etapy przygotowania
probki zostaty maksymalnie ograniczone ze wzgledu
na lotno$¢ analitow. Zardwno sposob przechowywa-
nia, jak 1 metodyka przygotowania probek wziew-
nych substancji anestetycznych we krwi ma wplyw
na uzyskanie wiarygodnych wynikow analizy.

4. Opisana metoda moze by¢ wykorzystana takze do
analizy obecnosci innych lotnych zwiazkéw orga-
nicznych w materiatach biologicznych.
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