
1. In tro duc tion   

Vol a tile or ganic com pounds (VOCs) are a group of
or ganic com pounds which are char ac ter ized by high
vapour pres sure and low sol u bil ity in wa ter and their
boil ing point is be low 250oC. Sub stances con tain ing
halo gen at oms in the mol e cule (usu ally F, Cl, Br) form
one of the sub groups of the vol a tile or ganic com pounds –
known as halogenated vol a tile or ganic com pounds
(HVOCs). Vol a tile in ha la tion an aes thet ics cur rently in
use fall into this cat e gory. 

An aes thet ics are agents used in med i cine to cause
tem po rary and re vers ible loss of con scious ness and
pain sen sa tion dur ing med i cal treat ment. They are

clas si fied as in ha la tion or in tra ve nous ac cord ing to the
method of ad min is tra tion. Amongst sub stances ad min -
is tered by re spi ra tory tract, it is pos si ble to dis tin guish
a group of vol a tile liq uids (halothane, enflurane, iso -
flurane, desflurane and sevoflurane) and a group of an -
aes thetic gases (ni trous ox ide, ox y gen and xe non).
Now a days, halo gen de riv a tives of ethers are used as
in ha la tion an aes thet ics: enflurane (1966), isoflurane
(1970), sevoflurane (1981) and desflurane (1988)1.
They are con sid ered po ten tially dan ger ous. The rea son 
for that is the fact that a toxic dose caus ing heart fail ure 
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1 Date of in tro duc tion of a given sub stance into clin i cal prac tice

is given in brack ets. 



is in most cases only 2 to 4 times higher than the con -
cen tra tion needed for the de sired an aes thetic ef fect [6].

Tox i co log i cal anal y sis of bi o log i cal ma te rial for
the pres ence of in ha la tion an aes thet ics can be per -
formed in cases of their ad min is tra tion dur ing inpatient 
healthcare (deaths dur ing or shortly af ter an aes the sia,
con cen tra tion mon i tor ing of the gas in haled by the pa -
tient, anal y sis of occupational ex po sure) and cases of
crim i nal use (e.g. in duc tion of un con scious ness in vic -
tims be fore rob bery). Me dia re ports in di cate that “home-
jackings” have been noted through out Po land since
2004, for ex am ple in Bia³ystok and Kielce, as well as
in Ma³opolska, Œwiêtokrzyska and Mazovia Voivode -
ships. How ever, in most cases, sub se quent in ves ti ga -
tions have re futed the the ory that the given break-in
was per formed us ing sleep-in duc ing agents. A con -
trary opin ion is held by the vic tims, who can not be -
lieve that all per sons pres ent at the time of the rob bery
slept so deeply.

The in creas ing num ber of cases of sup posed use of
rap idly evap o rat ing agents by peo ple com mit ting crimes
was the rea son for an at tempt to de velop a method of
de tec tion and de ter mi na tion of these sub stances in bi o -
log i cal sam ples for tox i co log i cal pur poses. Var i ous
an a lyt i cal meth ods are ap plied to de ter mine in ha la tion
an aes thet ics, de pend ing on the cir cum stances of the
event and on the form of the sam ple. The most com -
monly used method is gas chro ma tog ra phy cou pled to
mass spec trom e try (GC-MS). Now a days, tech niques
of analyte ex trac tion from bi o log i cal ma te rial (used
with this method) sig nif i cantly im prove anal y sis pa -
ram e ters, such as limit of de tec tion or quan ti fi ca tion.

In ha la tion an aes thetic sub stances can be de ter mined
in dif fer ent bi o log i cal ma te ri als, such as urine, blood,
brain, lungs or liver. How ever, the ma te rial most com -
monly used for anal y sis is blood, be cause of the ben e -
fi cial value of their blood-gas par ti tion co ef fi cients.
On the other hand, be cause of the noninvasive method
of sam pling, de ter mi na tion of in ha la tion an aes thet ics
in urine is be com ing more com mon [7]. Liq uid-liq uid
ex trac tion (LLE) can also be ap plied to anal y sis of vol -
a tile in ha la tion an aes thet ics in blood [2, 8]. How ever,
since LLE is a multi-step pro ce dure, it is not widely
used in vol a tile in ha la tion an aes thet ics ex trac tion due
to the risk of analyte loss.

The headspace (HS) ex trac tion tech nique [6] is
par tic u larly use ful in de ter mi na tion of in ha la tion an -
aes thet ics in blood, due to the value of the blood-gas
par ti tion co ef fi cients. In the lit er a ture, there are many
de scrip tions of ap pli ca tion of this tech nique in anal y -
sis of halogenated vol a tile or ganic com pounds in dif -
fer ent bi o log i cal ma te rial: blood, urine and pieces of
or gans (brain, lungs, liver). Use of the HS tech nique

al lows anal y sis of sin gle com pounds [10] as well as
a mix ture of in ha la tion an aes thet ics [1, 4, 11]. The first 
to per form an anal y sis of all 5 com pounds (halothane,
enflurane, isoflurane, desflurane and sevoflurane) in
blood by us ing the HS tech nique was a group of Tai -
wan ese sci en tists in 2001 [11]. How ever, among meth -
ods of SPME, of par tic u lar in ter est is one de scribed in
one of the ear lier works con cerned with anal y sis of in -
ha la tion an aes thet ics by F. Musshoff [5], and also
a method of de ter mi na tion of to lu ene and sty rene pub -
lished in 2008 [3].

2. Ma te rial and meth ods

2.1. Re agents and bi o log i cal ma te rial

Three sub stances that are ap plied as in ha la tion an -
aes thet ics were ana lysed: desflurane (trade name:
Suprane, liq uid for in ha la tion, Baxter); sevoflurane
(Sevorane, liq uid for in ha la tion, Ab bot); and iso flu -
rane (Errane, liq uid for in ha la tion, Baxter). The struc -
tural for mula of in ha la tion an aes thet ics is shown in
Fig ure 1. A so lu tion of 1-chlorobutane (99.5% HPLC
grade, Sigma-Aldrich) in meth a nol (99.9%, Merck)
of 88.6 mg/ml con cen tra tion was used as an in ter nal
stan dard. Ma te rial used for de ter mi na tion of halogena -
ted vol a tile or ganic com pounds was analyte-free blood 
orig i nat ing from a blood do nor cen tre.

2.2. Equip ment

A Fo cus GC gas chromatograph cou pled with
a DSQ II mass spec trom e ter by Thermo Elec tron Cor -
po ra tion (with an SPB-624 cap il lary col umn, 60 m long,
I.D. 0.25 mm, film thick ness 1.4 mm by Supelco) and
an SPME Supelco kit: microsyringe for man ual in jec -
tion and an SPME fi bre coated with polydimethyl -
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Fig. 1. Struc tural for mula of in ha la tion an aes thet ics.



siloxane (PDMS) sorbent with film thick ness of 100 mm
(red/plain) were used.

A tem per a ture gra di ent pro gram was used in the
pro ce dure. Anal y sis started at a tem per a ture of 36oC,
which was main tained for 4 min. Af ter wards the tem -
per a ture was in creased at a rate of 20oC/min up to
a final value of 200oC. The fi nal tem per a ture was main-
 tained for an ad di tional 1 min. The to tal time of the
tem per a ture pro gram was 13.20 min. 

The he lium flow rate through the col umn was con -
stant at 1.2 ml/min. The tem per a ture of the in jec tor
was 200oC. Through out all anal y ses, a split in jec tor
was used, with a split ra tio of 1:10.

The trans fer line was heated to 230oC. The tem per -
a ture of the ion source was 250oC. 

Elec tron im pact ion iza tion at an elec tron en ergy of
70 eV was ap plied. The mass de tec tion sys tem worked
in to tal ion cur rent (TIC) mode and in se lected ion
mon i tor ing (SIM) mode as well. The scanned mass
range for TIC was 50–300 amu.

3. Re sults

3.1. Op ti mi za tion of HS-SPME

Headspace solid phase microextraction con di tions: 
time and tem per a ture of sorp tion, ad di tion of other
chem i cal sub stances to the blood sam ples and ex po -
sure time of the fi bre in the in jec tor were se lected dur -
ing the op ti mi za tion pro cess. The se lec tion cri te rion
was the height of the chro mato graphic peaks. Re sults
are shown in Fig ures 2, 3 and 4. One type of fi bre was
used dur ing the anal y sis: PDMS 100 mm. The fi bre
was con di tioned in the chro mato graphic in jec tor (time
30 min, tem per a ture 200oC) be fore use.

A vial of 10 ml vol ume was filled with 100 ml of
blood, and 10 ml of in ter nal stan dard (1-chlorobutane
in meth a nol, 88.6 mg/ml) was added. Ab sorp tion took

place im me di ately af ter sam ple prep a ra tion; in ser tion
depth of the fi bre into the vial was 2 cm (read from the
scale of the microsyringe). Ab sorp tion oc curred at
a tem per a ture of 23oC (en vi ron ment tem per a ture) for
10 min. Af ter ward the microsyringe was placed in side
the in jec tor, where desorption took place for 30 s at
a tem per a ture of 200oC. The fi bre was in serted to a depth
of 3 cm in side the in jec tor.

3.2. Elab o ra tion and val i da tion

3.2.1. Elab o ra tion and val i da tion – gen eral
in for ma tion

Iden ti fi ca tion of an a lyzed in ha la tion an aes thet ics
was car ried out us ing re ten tion times and m/z val ues of
three frag ment ions: the ion with high est in ten sity in
the mass spec trum (the so-called quan ti ta tive ion), the
ion with the next high est in ten sity (con firm ing ion)
and an ad di tional ion. The m/z val ues of the cho sen
ions are re spec tively: desflurane 51, 69, 149; sevoflu -
rane 51,69,131; isoflurane 51, 115, 117. Mass spec tra
of an a lyzed sub stances ob tained in to tal ion cur rent are 
shown in Fig ure 5. Chromatograms ob tained in SIM
mode for cho sen ions of the three an a lyzed com pounds 
are shown in Fig ures 6, 7 and 8 for desflurane, sevo -
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Fig. 2. Op ti mi za tion of ab sorp tion time.

Fig. 3. Op ti mi za tion of ab sorp tion tem per a ture.

Fig. 4. Com par i son of ad di tion and non-ad di tion of salt to

the blood sam ple (100 ml of sat u rated so dium carbonate).



flurane and isoflurane re spec tively. Sub stances were
ex tracted from blood us ing the de vel oped HS-SPME
method.

Val i da tion of the de vel oped method en com passed
draw ing up of cal i bra tion curves and de ter mi na tion of
limit of de tec tion (LOD), limit of quan ti fi ca tion (LOQ),
pre ci sion, ac cu racy and spec i fic ity. 

Fur ther more, the ef fect of the ma trix on analyte ex -
trac tion and the sta bil ity of the blood so lu tion con tain -

ing in ha la tion an aes thet ics de pend ing on sam ple prepa -
ra tion (blood col lec tion with a pi pette or mi crosy ringe,
open ing of vi als) and stor age con di tions was stud ied.

3.2.2. Cal i bra tion curves

The lin ear ity range of the con cen tra tions was in
the cho sen work ing range and was equal to 0.75–
15.0 mg/ml (for so lu tions of sub stances in blood at
6 con cen tra tion lev els: 0.75; 1.5; 3.75; 7.5 and 15.0 mg/ml).
Ob tained re sults were plot ted as a re la tion ship be tween
analyte con cen tra tion and ra tio of analyte peak height
to in ter nal stan dard peak height. For each of the com -
pounds, heights of the peaks of quan ti ta tive and con -
firm ing ions were used. Lin ear re gres sion pa ram e ters
ob tained only for quan ti ta tive ions are shown in Ta ble I.

TA BLE I. PARAMETERS OF CALIBRATION PLOTS

Pa ram e ter Desflurane Sevoflurane Isoflurane

a 0.0021 0.0094 0.0144

b –0.00012 0.0007 0.0023

R2 0.9988 0.9975 0.9932

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

Ob tained val ues of LOD and LOQ are shown in Ta -
ble II. The LOQ was taken as the low est con cen tra tion
from the es tab lished lin ear ity range, be cause it is the
min i mal con cen tra tion of the analyte that can be quan -
ti fied us ing the de vel oped method with as sumed pre ci -
sion and ac cu racy. Limit of de tec tion was cal cu lated
from the equa tion:

LOD
s

a
=

×3
 , {1}
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Fig. 5. Mass spec tra of desflurane, sevoflurane, and iso -
flurane.

Fig. 6. Chromatograms of desflurane de tected in blood sam -

ple, con cen tra tion 15 mg/ml, RT = 5.96 min, ions: 51, 69, 149.

Fig. 7. Chromatograms of sevoflurane de tected in blood sam -

ple, con cen tra tion 15 mg/ml, RT = 7.52 min, ions: 51, 69, 131.

Fig. 8. Chromatograms of isoflurane de tected in blood sam ple,

con cen tra tion 15 mg/ml, RT = 8.27 min, ions: 51, 115, 117.



where: s – stan dard de vi a tion of the blank sam ple re -
sults for analyte re ten tion time, a – method sen si tiv ity
(cal i bra tion line slope co ef fi cient).

TA BLE II. LIMITS OF DETECTION AND LIMITS 

OF QUANTIFICATION

Con cen tra tion 
[µg/ml]

Desflurane Sevoflurane Isoflurane

LOD 0.596 0.038 0.027

LOQ 0.750 0.750 0.750

3.2.4. Pre ci sion and ac cu racy 

Anal y ses were car ried out for 8 days us ing two
con cen tra tions: 1.50 and 15.0 mg/ml. Stan dard de vi a -
tion (SD) and rel a tive stan dard de vi a tion (RSD) were
taken as a mea sure of pre ci sion. Rel a tive er ror (E) was
taken as a mea sure of ac cu racy. Re sults are shown in
Ta ble III.

3.2.5. So lu tions sta bil ity 

In ves ti ga tion of the sta bil ity of the in ha la tion an -
aes thetic sub stances so lu tions in blood is of great im -
por tance, be cause in prac tice anal y sis is per formed
with a time de lay af ter sam ple col lec tion from a per son 
po ten tially ex posed to these sub stances. 

In the first step of the sta bil ity study us ing stan dard
so lu tions of an aes thet ics in blood, the in flu ence of sam -
ple prep a ra tion meth ods on re sults was stud ied. Quan ti -
fi ca tion of the same stan dard so lu tion of 15.0 mg/ml
con cen tra tion was done for 5 con sec u tive days. Ev ery
day, the mea sure ment was re peated three times. Sam -
ples of 100 ml vol ume were col lected us ing a pi pette

from a vial of 10 ml vol ume, which was opened each
time. Blood was stored at 4oC.

Ob tained re sults are pre sented in the form of graph
in Fig ure 9. A re peat able drop in analyte con tent can
be seen. It was es ti mated that the amount of in ha la tion
an aes thet ics in blood which was sub jected to the de -
scribed pro ce dure de creased by ap prox i mately 20%
each day.

The sec ond step of the sta bil ity study us ing stan -

dard so lu tions of an aes thet ics in blood was fo cused on
the in flu ence of the sam ple stor age con di tions. Quan ti -
fi ca tion of two stan dard so lu tions, both of 15.0 mg/ml
con cen tra tion, but one stored at 4 oC and the sec ond at
–20 oC was car ried out. Mea sure ments were re peated
three times at de fined time in ter vals. Re sults are shown
in Ta bles IV and V.

Problems of Forensic Sciences 2010, vol. LXXXII, 173–183

Determination of inhalation anaesthetics in blood... 177

TA BLE III. PRECISION AND ACCURACY

Con cen tra tion [mg/ml] Desflurane Sevoflurane Isoflurane

Spiked 1.5 15.0 1.5 15.0 1.5 15.0

Av er age 1.3 14.3 1.3 13.5 1.3 14.6

Con fi dence in ter val ±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 4.4 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

Fig. 9. Re sults of sta bil ity study.



TA BLE IV. RESULTS OF STABILITY STUDY –

SAMPLES STORED AT 4 oC

Substance Con cen tra tion [mg/ml]

After
1 day

After
8 days

After
26 days

Desflurane I 15.0 3.7 Be low LOQ

II 13.4 3.7

Sevoflurane I 12.8 4.6 Be low LOQ

II 11.9 4.4

Isoflurane I 14.5 5.1 Be low LOQ

II 14.8 5.4

TA BLE V. RESULTS OF STABILITY STUDY – 

SAMPLES STORED AT –20oC

Substance Con cen tra tion [mg/ml]

After
1 day

After
8 days

After
26 days

Desflurane I 14.7 16.1 14.8

II 16.6 17.2 15.6

Sevoflurane I 15.5 14.5 14.6

II 14.2 14.5 15.8

Isoflurane I 15.5 16.2 12.8

II 16.8 16.4 13.7

3.2.6. Se lec tiv ity and es ti ma tion of the ma trix
ef fect on the ex trac tion de gree 

In or der to es ti mate the se lec tiv ity of the method to -
wards nat u rally oc cur ring com po nents in the bi o log i -
cal ma trix, an anal y sis of 10 blood sam ples ear marked
for tox i co log i cal ex am i na tion was per formed, which
apart from nat u ral bi o log i cal back ground also pro -
vided com po si tion vari abil ity (e.g. ethyl al co hol). Anal -
y sis of the ob tained chromatograms did not re veal the
pres ence of sub stances nat u rally oc cur ring in blood
which would in ter fere with the quan ti fied sub stances.
It was con cluded that the method is se lec tive to the
sam ple ma trix. 

Es ti ma tion of the ma trix ef fect on the HS-SPME
ex trac tion de gree was based on a com par i son be tween
re sults of analyte ex trac tion from blood and analyte
ex trac tion from wa ter so lu tions us ing the same method.
Quan ti fi ca tion was per formed on two lev els of con -
cen tra tion: 1.5 and 15.0 mg/ml. No sig nif i cant dif fer -
ence was seen in the re sults ob tained from wa ter so -
lutions and from blood sam ples.

4. Dis cus sion 

The ini tial step of the re search was aimed at com -
par ing re sults ob tained by us ing liq uid-liq uid ex trac -
tion and headspace solid phase microextraction. In the
case of tra di tional liq uid-liq uid ex trac tion us ing pentane,
in ter fer ence of isoflurane (and also sevoflurane) peaks
with over loaded, strongly “tail ing” peaks of the
extractant was noted. Due to the high vol a til ity of the
analytes, va por iza tion of the sol vent was not pos si ble.
Co-elu tion also af fected re ten tion times. At tempts us -
ing dif fer ent extractants did not yield sat is fac tory re -
sults ei ther. Only the ap pli ca tion of the sol vent-free
headspace solid phase microextraction tech nique yielded
ex pected re sults. 

The HS-SPME method proved to be more ef fi cient
not only be cause of better read abil ity of ob tained
chromatograms, but also be cause of su pe rior sep a ra -
tion and ex trac tion of the com pounds. Fewer steps are
needed to per form the HS-SPME pro ce dure when
com pared to LLE, which re sults in better re peat abil ity
and minimization of vol a tile analyte loss. More over,
this method is faster, al lows anal y sis of smaller blood
sam ple vol umes and ob tained ex tracts con tain fewer
back ground com pounds. It was as cer tained that in the
case of vol a tile or ganic com pounds anal y sis in bi o log -
i cal ma te rial, it is rec om mended to use headspace solid 
phase mi croex trac tion.

In the course of the per formed op ti mi za tion, a pro -
ce dure of vol a tile analyte ex trac tion from bi o log i cal
sam ples was cho sen. Op ti mal ab sorp tion time, for which
max i mal height of all peaks was found, is 10 min (Fig -
ure 2). This is the time needed to achieve a blood-gas
equi lib rium state and also to ab sorb a max i mal amount
of the an a lyzed com pounds on the fi bre.

The re sults dem on strate that the op ti mum tem per a -
ture for analyte ab sorp tion on the fi bre is the am bi ent
(room) tem per a ture (with out sam ple heat ing). This
kind of de pend ence can be ex plained by the fact that
al though an in crease in tem per a ture in creases the
blood-gas par ti tion co ef fi cient (equi lib rium moved to -
wards gas phase), at the same time the gas-fi bre par ti -
tion co ef fi cient drops, as the ab sorp tion pro cess is
exo ther mic.

Com par i son of ob tained chro mato graphic peak
heights for blood with and with out the ad di tion of
Na2CO3 so lu tion shows that an in crease in the ionic
strength of the so lu tion does not cause a clear in crease
in peak heights (Fig ure 4). A lack of in flu ence of salt -
ing on the amount of the ab sorbed analytes is due to the 
fact that the sub stances be ing de ter mined are poorly
sol u ble in wa ter and there fore they ex ist in a non-hy -
drated form.
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No sig nif i cant dif fer ences for desorption time of
30 s and 13.20 min (fi bre was in the in jec tor for the
whole anal y sis time) were noted. Be cause of the speed
of the anal y sis and the lon ger fi bre life-span the op ti -
mal desorption time was cho sen as 30 s.

In the course of the HS-SPME-GC-MS method
val i da tion, it was con firmed that the re li abil ity of ob -
tained re sults de pends strongly on the prep a ra tion and
stor age con di tions of the blood sam ples con tain ing
halogenated vol a tile or ganic com pounds. In or der to
pre vent vol a tile analyte loss it is ad vis able to keep the
sam ples closed. This is achiev able by us ing a mi crosy -
ringe in stead of an au to matic pi pette and by us ing vi als 
of min i mal vol ume, which en sures min i mal gas phase
vol ume above the liq uid. The open ing of vi als has the
big gest in flu ence on the (in)sta bil ity of so lu tions of in -
ha la tion an aes thet ics in blood. There fore it is rec om -
mended that sam ples be col lected by punc tur ing the
sep tum with a mi cro sy ringe. It was also found that it is 
ab so lutely cru cial to store the blood sam ples at low
tem per a tures (–20oC), even if the anal y sis is per formed
shortly af ter sam ple col lec tion (less than one week). At 
tem per a tures above 0oC, leak ing of the sub stances
through the sep tum of the vial pre vents proper quan ti -
fi ca tion of ini tial analyte con tent. The de crease in con -
tent is very sim i lar for all three de ter mined sub stances.
In the case of stor ing the sam ples in the re frig er a tor,
analyte con cen tra tions drop to 2% of the ini tial value
af ter 26 days. Stor age at tem per a tures be low 0oC sig -
nif i cantly de creases the rate of analyte evap o ra tion
from blood sam ples. Af ter 26 days of stor age at –20oC
no sig nif i cant con cen tra tion de crease was found. The
larg est drop was noted for isoflurane, but the value was 
still above 80% of the ini tial one.

5. Sum mary

1. The deve lop ed HS-SPME-GC-MS met hod of de -
sflur ane, sevo flur ane, and isof lura ne de term ina -
tion in blo od sam ples proved to have sa tis fa ctory
se lect ivity, sen sit ivity, acc ura cy and pre cis ion.

2. The met hod al lows qu ant ifi cat ion of sub stanc es
occur ring in very low amou nts (LOQ < 1 mg/ml).

3. The method is fast (sam ple prep a ra tion time: 10 min,
anal y sis time: 13 min) and the sam ple prep a ra tion
steps were kept to a min i mum due to the analyte’s
vol a til ity. Both the stor age con di tions and the sam -
ple prep a ra tion pro ce dure af fect the re li abil ity of re -
sults of anal y sis of in ha la tion an aes thet ics in blood.

4. The de scrib ed met hod can also be ap plied to de -
term ine the pre sence of other vo lat ile or gan ic com -
pou nds in bio log ical ma ter ial.
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1. Wstêp

Lot ne zwi¹zki or gan iczne (VOCs) to gru pa zwi¹zków 
or gan iczny ch, kt óre cha rakt ery zuj¹ siê wy sok¹ prê¿ noœ -
ci¹ par i nisk¹ ro zpuszczalnoœci¹ w wo dzie, a ich  tempe -
ra tury wrze nia s¹ mniej sze lub równe 250oC. Sub stanc je
za wier aj¹ce atomy halo genów w cz¹stecz ce (przew a¿nie
F, Cl, Br) tworz¹ jedn¹ z pod grup lot nych zwi¹zków or -
gan iczny ch, tzw. ha log eno we lot ne zwi¹zki or gan iczne
(HVOCs). Do tej ka teg orii za lic za siê obecn ie sto sow ane
wziew ne sub stanc je anes te tyc zne. 

Anes tetyki s¹ to œrod ki sto sow ane w me dyc ynie w celu
przejœciowego i od wrac alne go znie sien ia œwia domo œci
oraz od czuc ia bólu w cza sie prze prow adz ania zabi egów
oper acy jnych. Ze wzgl êdu na spos ób poda nia œrod ki te
dzie limy na wziew ne oraz do¿yl ne. Wœród sub stanc ji po -
daw any ch drog¹ od dec how¹ mo ¿na wy ró¿ niæ gr upê lot -
nych cie czy (ha lot an, en flur an, izof luran, de sflur an, sewo -
flu ran) oraz gazy anes te tyc zne (pod tlen ek azotu, tlen,
kse non). Obecn ie sto sow ane wziew ne œrodki anes te tyc z -
ne to ha log eno poc hod ne etery: en flur an (1966), izof luran 
(1970), se wof luran (1981) oraz de sflur an (1988)1. Sub -
stanc je te s¹ za lic zane do po tenc jalnie nie bezp ieczny ch.
Po wod em tego jest fakt, ¿e daw ka tok syczna po wod uj¹ca 
ni ewy dolnoœæ kr¹¿e nia jest w wi êks zoœci pr zyp adków
tyl ko 2–4 razy wiê ksza od stê ¿enia wywo³uj¹cego po¿¹ -
dany efekt anes te tyc zny [6].

Anal iza tok syk olo gic zna ma ter ia³u bio log iczne go na
obe cno œæ wziew nych anest etyków mo¿e byæ pro wad zo -
na w zwi¹zku z przy padk ami do tycz¹cymi ich u¿ ycia
w lecz nict wie zamk niêt ym (zgo ny pod czas lub za raz po
anes tezji, mo nit oro wan ie st ê¿e nia gazu wdy chan ego przez
pa cjenta, anal iza nara ¿en ia za wod owe go) oraz   przypad-
 kami do tycz¹cymi pr zestêpczego wy kor zyst ania tych  œrod-
 ków (np. wywo³anie sta nu nie przytomnoœci ofiar w celu
u³atwien ia kradzi e¿y). Jak do nosz¹ me dia,  kra dzie¿e me -
tod¹ „na œp iocha” s¹ no tow ane na te ren ie ca³ej Pol ski od
roku 2004, m.in. w Bia³ym stoku, w Kiel cach, w woje -
wództwie ma³opols kim, ma zow ieckim i œw iêt okrzy skim. 
W wi êks zoœci pr zyp adków pó Ÿni ejsze œl edz twa oba laj¹
jed nak tezê u¿y cia przez w³amyw aczy œrod ków usyp ia -
j¹cych. In nego zda nia s¹ po szkod owa ni, kt órzy nie s¹
w sta nie uwi erzyæ w tak moc ny sen wszyst kich obecn ych
na miej scu domo wników.

Rosn¹ca licz ba przy padków do mniem ane go wy kor zy -
sty wan ia szyb ko ulatn iaj¹cych siê œrodk ów przez osoby
pope³niaj¹ce prze stêpstwa by³a po wod em po djê cia pr óby 
oprac owa nia me tody wy kryw ania oraz oznac zania tych
sub stanc ji w pró bkach bio log iczny ch na po trzeby anal iz
tok syk olo gic znych. Do oznac zenia wziew nych anest e -
tyków sto sow ane s¹ ró¿ ne me tody anal ity czne w  zale¿noœ -
ci od okol icz noœci zda rzen ia oraz po staci ba dan ej prób -
ki. Na jcz êœciej jest to chro mat ogr afia ga zowa sp rzê ¿ona
ze spek trom etri¹ mas (GC-MS). Obecn ie sto sow ane z t¹
me tod¹ tech niki eks trakc ji ana litów z pró bek bio log icz -
ny ch znacz nie po praw iaj¹ osi¹gane pa ram etry anal izy,
ta kie jak gra nica wyk ryw alnoœci czy ozn acz alnoœci. 

Wziew ne sub stanc je anes te tyc zne mog¹ byæ oznac za -
ne w ró¿ny ch próbk ach bio log iczny ch, ta kich jak mocz,
krew, mózg, p³uca, w¹tro ba. Jed nak ze wzg lêdu na ko -
rzystn¹ wa rtoœæ ich wspó³cz ynników po dzia³u krew-gaz
na jczêœciej do anal izy wy kor zyst uje siê krew. Z po wodu
nie inw azy jnej me tody po bier ania pr óbek np. od pr acow -
nik ów opieki me dyczn ej co raz cz êœciej spo tyk ane jest
oznac zenie wziew nych anest etyków w mo czu [7]. Do
anal izy lot nych wziew nych anest etyków we krwi mo¿na
równi e¿ stoso waæ ekstr akcjê ciecz-ciecz (LLE) [2, 8].
Poniewa¿ jed nak LLE to pro ced ura wie los topni owa, tech -
nika ta nie jest zbyt czê sto u¿y wana do wy ekst raho wan ia
sub stanc ji lot nych z oba wy przed ich utrat¹.

Szcz egó lnie przy datna do oznac zania wziew nych sub -
stan cji anes te tyc znych we krwi ze wzgl êdu na ko rzystn¹
wa rtoœæ ich wspó³cz ynników po dzia³u gaz-krew jest tech -
nika anal izy fazy nad pow ierzchni owej (HS) [6]. W  lite -
raturze przed miotu ist nieje wie le opi sów u¿y cia tej tech -
niki do anal izy ha log eno wych lot nych zwi¹zków orga -
nicz nych z ró ¿ny ch ma ter ia³ów bio log iczny ch: krwi, mo -
czu oraz wy cinków narz¹dów (mózg, p³uca, w¹tro ba).
Za stos owa nie HS po zwala na an alizê za równo po jed yn -
cz ych zwi¹zków [10], jak i na jed noc zesn¹ ana lizê mie -
szan iny wziew nych anest etyków [1, 4, 11]. Po raz pierw -
szy anal izy wszyst kich piêciu sub stanc ji (ha lot an,  enflu -
ran, izof luran, de sflur an, se wof luran) we krwi z u¿ yci em
anal izy fazy nad pow ierzchni owej uda³o siê dok onaæ
 tajwañskim na ukowc om w 2001 roku [11]. Na tom iast
 spoœród me tod wy kor zyst uj¹cych SPME na sz cze góln¹
uw agê zas³uguje jed na z nich opis ana w jed nej z wczeœ -
niejszych prac do tycz¹cych anal izy wziew nych an este -
tyków, a oprac owa na przez F. Mus sh offa [5], a tak ¿e
me toda oznac zania to lue nu oraz sty renu opub liko wana
w 2008 roku [3].
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2. Ma ter ia³ i me tody

2.1. Od czynn iki i ma ter ia³

Do anal izy wy kor zyst ano trzy sub stanc je sto sow ane
w anes tezji wziew nej: de sflur an (na zwa han dlowa: Su -
prane, p³yn do anes tezji wziew nej; Baxter); se wof luran
(Sevo rane, p³yn do anes tezji wziew nej; Ab bott); izof lu -
ran (Er rane, p³yn do anes tezji wziew nej; Baxter). Wzo ry
struk tur alne ba dan ych wziew nych anest etyków przed -
sta wiono na ry cin ie 1. Jako stan dardu wewn êtrz nego
u¿yto roz tworu 1-chlo rob uta nu (99,5% HPLC gra de,
Sig ma-Al dr ich) w me tan olu (99,9%, Merck) o stê ¿eniu
88,6 mg/ml. Ma ter ia³em s³u¿¹cym do anal izy lot nych ha -
log eno wych zwi¹zków or gan iczny ch by³a krew wol na od 
ba dan ych sub stanc ji, po chodz¹ca ze sta cji  krwiodaw -
stwa.

2.2. Apar atu ra

W trak cie prze prow adz anych badañ wy kor zyst ano
chro mat ogr af ga zowy Fo cus GC po³¹czo ny z de tekt orem
mas DSQ II fir my Ther mo Co. Elekt ron (z ko lumn¹ ka -
pil arn¹ SPB-624 60 m ´ 0,25 mm I.D., gr ubo œæ fil mu
1,4 mm, Su pelco) oraz ze staw do SPME Su pelco:  mikro -
strzykawka do do zow ania ma nua lne go i w³ókno SPME
pokryte sor bent em po lid ime tyl osi lok san owym PDMS
o grubo œci fil mu 100 mm (red/pla in).

W me tod zie za stos owa no gra dient owy pro gram tem -
per atu rowy. Anal iza roz poc zyna³a siê przy 36oC i ta tem -
per atu ra by³a utrzym ywa na przez 4 min. Nastêpnie wzra -
sta³a z szyb koœci¹ 20oC/min a¿ do osi¹gniê cia wart oœci
koñc owej równ ej 200oC. Tem per atu ra koñ cowa by³a
utrzym ywa na przez 1 min. Czas pro gramu tem per atu -
row ego wy nosi³ 13,20 min. 

Na tê¿enie przep³ywu helu przez kolumnê by³o sta³e
i wy nosi³o 1,2 ml/min. Tem per atu ra do zown ika wy nosi³a 
200oC. Pod czas wszyst kich anal iz sto sow ano do zow anie
z po dzia³em stru mien ia gazu, a sto sun ek po dzia³u by³
 równy 10. 

Tem per atu ra li nii trans fer owej wy nosi³a 230oC, a Ÿród -
³a jo nów 250oC. Za stos owa no jo niza cjê elekt ronow¹
o energ ii 70 eV. De tekt or mas pra cowa³ w try bie ca³ko -
wit ego pr¹du jo now ego TIC, jak ró wni e¿ w try bie  moni -
torowania wy bran ych jo nów SIM. W przy padku try bu
TIC za kres ska now any ch mas wy nosi³ 50–300 amu.

3. Wy niki

3.1. Opty mal iza cja HS-SPME

Wa runki pro ced ury nad pow ierzchni owej  mikroeks -
trakcji do fazy sta³ej: czas i tem per atu ra sorp cji, do dat ek
in nych sub stanc ji che miczn ych do pró bek krwi oraz czas

eks poz ycji w³ókna w do zown iku do brano w pro ces ie
opty mal iza cji. Kry ter ium wy boru sta nowi³a wys oko œæ
pik ów chro mat ogr afic znych. Wy niki przed staw iono na
ry cin ach 2, 3 i 4. Do anal izy wy kor zyst ano je den ro dzaj
w³ókna: PDMS 100 mm. Przed u¿yciem w³ókno by³o kon -
dyc jono wane w do zown iku chro mat ogr afic znym (czas
30 min, tem per atu ra 200oC). 

Do fiolki o pojemnoœci 10 ml po bier ano 100 ml krwi,
do której do daw ano 10 ml wzor ca wewnêtrz nego (chlo rek 
bu tylu w me tan olu, 88,6 mg/ml). Ab sorpc ja nastêp owa³a
za raz po przy got owa niu prób ki; g³êbok oœæ wsun iêc ia
w³ókna w fiol ce wy nosi³a 2 cm (zgod nie z po dzia³k¹ na
mi kros trzyka wce). Ab sorpc ja prze biega³a w tem per atu -
rze 23oC (tem per atu ra otoc zenia) przez 10 min. Nastêpnie
mikrostrzykawkê prze nos zono do do zown ika chro mat o -
gr afic znego, gdzie przez 30 s za chod zi³a de sorpc ja w tem-
pe rat urze 200oC. W³ókno ws uni ête by³o do do zown ika na 
g³êb okoœæ 3 cm.

3.2. Oprac owa nie i wa lid acja

3.2.1. Oprac owa nie i wa lid acja – in form acje og ólne

Do ident yfi kac ji anal izo wan ych wziew nych an este -
tyków wy kor zyst ano cza sy re tenc ji oraz wa rtoœ ci m/z
trzech jonów frag ment acy jnych: jonu o najw y¿sz ej in ten -
s ywnoœci w wid mie ma sow ym (tzw. jon il oœc iowy), jonu
o ko lejno ni ¿szej in tens ywnoœci (jon po twierd zaj¹cy)
oraz jonu do datk owe go. Wy brane wa rtoœ ci m/z jo nów
anal izo wan ych sub stanc ji to od pow iednio: de sflur an 51,
69, 149; se wof luran: 51, 69, 131; izof luran: 51, 115, 117.
Wid ma ma sowe anal izo wan ych sub stanc ji otrzym ane
w try bie ca³ko wit ego pr¹du jo now ego po kaz ano na  ryci -
nie 5. Na ry cin ach 6, 7, 8 przed staw iono chro mat ogr amy
uzys kane w try bie SIM dla wy bran ych w me tod zie jo nów 
trzech anal izo wan ych sub stanc ji, od pow iednio:  desflu -
ranu, se wof lura nu oraz izofluranu. Substancje by³y wy -
ekst raho wane z krwi opracowan¹ metod¹ HS-SPME.

Wa lid acja oprac owa nej me tody obejm owa³a  wyzna -
czenie (dla trzech ba dan ych sub stanc ji) zal e¿noœ ci ka lib -
racy jnej, gra nicy wyk ryw alnoœci, gra nicy ozn acz alnoœci,
pre cyz ji, dok³adn oœci oraz spe cyf icznoœci. Zba dano tak -
¿e wp³yw ma trycy na ek stra kcjê an alit ów oraz st abil noœæ
ro ztwo rów krwi za wier aj¹cej wziew ne anes te tyki w  za -
le¿ noœci od spo sobu przy got owa nia prób ek (po bier anie
krwi pi pet¹ lub mi kros trzyka wk¹, otwieranie fiolek) oraz
warunków przechowywania.

3.2.2. Za le¿n oœci ka lib racy jne

Za kres li niowoœci st ê¿eñ po kry³ siê z wy bran ym za -
kres em ro boc zym i wy nosi³ 0,75–15 mg/ml (dla roz -
tworów sub stanc ji we krwi na 6 po ziom ach st ê¿eñ:
0; 0,75; 1,5; 3,75; 7,5 i 15 mg/ml). Otrzym ane wy niki wy -
kreœl ono w po staci za le¿n oœci st ê¿en ia anal itu od sto -
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sunku wys okoœ ci piku anal itu do wyso koœ ci piku od-
po wiad aj¹cego stan dard owi wewn êtrz nemu. Dla ka¿d e -
go zwi¹zku uwzg lêdn iono wyso koœæ pików jonu iloœ -
ciow ego oraz po twierd zaj¹cego. Pa ram etry pro stych otrzy -
ma nych dla jo nów il oœciowych ze brano w ta beli I.

3.2.3. Gra nica wyk ryw alnoœci i ozn acz alnoœci

Otrzym ane wartoœ ci gra nicy wyk ryw alnoœci LOD
i gra nicy ozn acz alnoœci LOQ ze brano w ta beli II. Za gr a -
ni cê oz nac zalnoœci LOQ pr zyj êto na jni ¿sze st ê¿e nie
z wy znac zone go za kresu li niow oœci me tody, po nie wa¿
jest to mi nim alna wa rto œæ st ê¿e nia anal itu, któr¹ mo¿na
wyzn acz yæ oprac owan¹ me tod¹ anal ity czn¹ z za³o¿on¹
pre cyzj¹ i dok³adn oœci¹. Gra nicê wyk ryw alnoœci LOD
wyznaczono ze wzoru:

LOD
s

a
=

×3
 , {1}

gdzie: s – od chyl enie stan dard owe wyni ków œlep ej próby
dla cza su re tenc ji anal itu, a – czu³oœæ me tody (wspó³-
 czyn nik na chyl enia li nii ka lib racy jnej).

3.2.4. Pre cyz ja i dok³adn oœæ

Oznac zenia pro wad zono przez 8 dni na dwóch po -
ziom ach st ê¿eñ: 1,50 oraz 15,0 mg/ml. Jako miarê  precy -
zji prz yjê to war toœæ od chyl enia stan dard owe go SD oraz
wzgl êdne go od chyl enia stan dard owe go RSD. Jako miarê
dok³adno œci przy jêto b³¹d wzgl êdny E. Wy niki ze brano
w ta beli III.

3.2.5. Sta bil noœæ roz two rów

Zba dan ie sta bil noœci roz two rów wziew nych sub stan -
c ji anes te tyc znych we krwi jest szcz eg óln ie istotne,
poniew a¿ w prak tyce wy kon uje siê anal izy prób ek po
pew nym cza sie od mo mentu po bran ia krwi od osoby
nara ¿onej na dzia³anie tych substancji. 

W pierw szym etap ie ba dan ia st abi lnoœci ro ztw orów
wzor cow ych anes tet yków we krwi spraw dzano wp³yw
me tody przy got owa nia prób ek na otrzym ywa ne wy niki.
Pro wad zono oznac zenia dla tego sa mego roz tworu wzor -
cow ego o stê¿ eniu 15,0 mg/ml przez 5 dni. Ka¿dego dnia
po miar po wtar zano trzy krotn ie. Prób ki krwi o objê toœci
100 ml po bier ano za po moc¹ pi pety z fiolki o pojemnoœci
10 ml, która zaw sze by³a otwier ana. Krew prze chow ywa -
no w tem per atu rze 4oC. 

Otrzym ane wy niki zo sta³y przed staw ione w po staci
wy kresu na ry cin ie 9. Wi doczny jest na niej po wtar zalny
spa dek zaw artoœci ana litów. Oszac owa no, ¿e zawar toœæ
wziew nych sub stanc ji anes te tyc znych we krwi, która
by³a pod daw ana opis anej pro ced urze ba dawc zej, ma leje
o oko³o 20% w ci¹gu jed nego dnia.

W dru gim etap ie ba dan ia st abi lnoœci ro ztw orów wzor -
co wych an estetyków we krwi sku piono siê na wp³ywie
war unków prze chow ywa nia prób ek. Pro wad zono  ozna -
czenia dla dwóch roztw orów o stê¿e niu 15 mg/ml, które
prze chow ywa no w ró¿n ych wa runk ach: je den w  tempe -
raturze 4oC, dru gi w tem per atu rze –20oC. Oznac zenia
by³y po wtar zane trzy krotn ie w okre œlony ch odst êpach
cza su. Wy niki ze brano w ta bel ach IV i V.

3.2.6. Spe cyf icznoœæ oraz ocena wp³ywu ma trycy 
na st opieñ eks trakc ji

W celu zba dan ia spe cyf icznoœci me tody pod k¹tem
sk³ad nik ów na tur alnie wy stê puj¹cych w ma trycy  biolo -
gicznej, prze prow adz ono anal izê 10 prób ek krwi prze -
znac zony ch do badañ tok syk olo gic znych, co, opr ócz na -
tu raln ego t³a bio log iczne go, za pewni³o zm ienn oœæ sk³adu 
(np. al koh ol etyl owy). Anal iza otrzym any ch  chromato -
gramów nie wy kaza³a ob ecn oœci sub stanc ji na tur alnie
wy stê puj¹cych we krwi, kt óre in terf ero wa³yby z oznac za -
nymi sub stanc jami. Stwier dzono, ¿e oprac owa na me toda
jest spe cyf iczna ze wzg lêdu na ma tryce pr óbek.

Oceny wp³ywu ma trycy pr óbki na st opieñ eks trakc ji
HS-SPME do kon ano na pod staw ie por ówna nia wyn ików 
eks trakc ji ana litów z krwi z eks trakcj¹ ana litów prze pro -
w adz on¹ t¹ sam¹ me tod¹ z ro ztworów wod nych. Ozna-
cze nia do kon ano na dwóch po ziom ach st ê¿eñ: 1,5 oraz
15 mg/ml. Nie stwier dzono istotn ych ró¿niæ w wy nik ach
uzys kany ch dla rozt worów wod nych oraz dla pró bek
krwi. 

4. Omó wie nie wyni ków 

Wstêpny etap badañ mia³ na celu porównanie  wyni-
 ków uzys kany ch przy za stos owa niu eks trakc ji ciecz-ciecz
oraz nad pow ierzchni owej mi kroe kst rakcji do fazy sta³ej.
W przy padku tra dyc yjnej eks trakc ji ciecz-ciecz z  zasto -
sowaniem pen tanu stwier dzono in terf ere ncje pi ków  izo -
fluranu (a tak¿e se wof lura nu) z prze³ad ow any mi, sil nie
„ogon uj¹cymi” pi kami po chodz¹cymi od  ekstra henta. Ze
wzg lêdu na du¿¹ lot noœæ ana litów, od par owa nie roz pusz -
c zalni ka by³o nie mo¿li we. Ko eluc ja wp³y wa³a ta k¿e na
cza sy re tenc ji. Pr óba u¿ ycia in nych ek strahentów rów -
nie¿ nie roz wi¹za³a pro blemu w za daw a laj¹cym stop niu.
Do piero za stos owa nie bez rozp uszcz alni kow ej tech niki
nad pow ierzchni owej mi kroe kst rakcji do fazy sta³ej przy -
nios³o spo dziew ane re zult aty.

Me toda HS-SPME okaza³a siê bar dziej efekt ywna
zarów no ze wzglê du na czyte lnoœæ uzys kany ch chro -
mato gramów, jak i roz dzia³ sub stanc ji i sto pieñ  ekstrak -
cji. Licz ba etap ów oprac owa nej pro ced ury HS-SPME
w por ównan iu z eks trakcj¹ ciecz-ciecz jest znacz nie
mniej sza, co wp³ywa na zwiêk szenie powta rzalnoœci oraz 
minim alizacjê strat lot nych ana litów. Me toda ta jest ta k¿e 
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szyb sza, umo¿ liwia anal izê mniej szych objêt oœci próbek
krwi, a otrzym ane eks trakty za wier aj¹ mniej sk³adników
t³a. Jed noz nacznie stwier dzono, ¿e w przy padku anal iz
lot nych zwi¹zków or gan iczny ch w ma ter iale bio log icz -
nym wska zane jest za stos owa nie nadpowierzchniowej
mikroekstrakcji do fazy sta³ej.

W toku prze prow adz onej opty mal iza cji do brano pro -
ced urê eks trakc ji lot nych ana litów z pró bek  biologicz -
nych. Opty malny czas ab sorpc ji, dla kt órego uzys kano
mak sym aln¹ wys oko œæ wszyst kich pików, to 10 min (ry -
cina 2). Czas ten jest po trzebny na osi¹gn iêcie sta nu rów -
nowagi krew-gaz oraz na za abs orbo wan ie na w³ók nie
mak sym alnej iloœci badanych substancji.

Uzys kane wy niki po zwal aj¹ st wier dziæ, ¿e opty malna 
tem per atu ra ab sorpc ji an alitów na w³ók nie to tem per atu -
ra otoc zenia (bez pod grzew ania pró bki). Tak¹ zal e¿noœæ
mo¿ na t³uma czyæ tym, ¿e co praw da wzrost tem per atu ry
po wod uje wzrost wspó³czyn nika po dzia³u krew-gaz
( rów nowaga jest pr zesuniêta w st ronê prze chod zenia do
fazy ga zow ej), ale je dno czeœnie spa da wspó³czyn nik po -
dzia³u gaz-w³ókno, po niewa¿ absorpcja jest procesem
egzotermicznym.

Por ówna nie otrzym any ch wysoko œci pików  chroma -
to graficznych dla krwi bez do datku oraz z do datk iem roz -
tworu Na2CO3 po kaz uje, ¿e zw iêk sze nie si³y jo now ej
roz tworu nie spo wod owa³o jed noz naczne go wzro stu wy -
so koœci pików (ry cina 4). Brak wp³ywu wy sal ania na
 iloœæ za abs orbo wan ych an ali tów zwi¹zany jest z fak tem,
¿e badane sub stanc je s¹ bar dzo s³abo roz puszc zalne w wo-
dzie, a za tem wy stêpuj¹ one w posta ci nie zhyd rato wan ej.

Nie stwier dzono istotn ych ró¿nic dla cza su de sorpc ji
30 s oraz 13,20 min (w³ókno po zos ta³o w do zown iku
przez ca³y czas trwa nia anal izy). Ze wzgl êdu na szyb koœæ 
wy kon ywa nych anal iz oraz d³u¿sz¹ ¿ywo tnoœæ w³ókna,
za opty malny czas de sorpc ji przyjêto 30 s.

W trak cie wa lid acji me tody HS-SPME-GC-MS po -
twierd zono, ¿e na wi arygod noœæ uzys kiwa nych wyni ków 
ma bar dzo du¿y wp³yw spo sób przy got owa nia oraz prze -
chow ywa nia prób ek krwi, które za wier aj¹ lot ne ha log e -
no we zwi¹zki or gan iczne. Aby za pob iec stra tom lot nych
ana litów, wska zane jest utrzym anie zamkni êty ch próbek. 
Mo¿na to uzyskaæ m.in. po przez po bier anie ich  mikro -
strzykawk¹ (a nie pi pet¹ au tom aty czn¹) oraz sto sow anie
fio lek o mo¿ liwie mi nim alnej po jem noœci, co gwa rant uje
mi nim aln¹ ob jêt oœæ fazy ga zow ej nad ciecz¹. Najwiêkszy 
wp³yw na niestabilnoœæ roztworów wziew nych an este -
tyków we krwi ma otwier anie fio lek, dla tego za leca siê
po bier anie pr óbek krwi po przez przek³ucie sept  mikro -
strzykawk¹. Stwier dzono tak¿e, ¿e bezwzg lêdn ie ko -
niecz ne jest prze chow ywa nie prób ek krwi w ni skich tem - 
pe rat ura ch (–20oC), na wet je œli anal iza prze prow adz ana
jest w krót kim cza sie po po bran iu (mniej ni¿ je den ty -
dzieñ). W tem per atu rach do datn ich ulatn ianie siê sub -
stanc ji przez septê fiolki uniemo¿liwia pra wid³owe
oznac zenie pier wotn ej zawa rtoœ ci anal itów. Spa dek  za -

wartoœci jest bar dzo zbl i¿ony dla trzech ba dan ych sub -
stanc ji. W przy padku prze chow ywa nia prób ek w lo dów -
ce, po 26 dniach stê¿enia analitów zma la³y do oko³o 2%
zaw artoœci pocz¹tkow ej. Tem per atu ra ujemna znacz nie
spo waln ia pro ces ulatn iania siê anali tów z próbek krwi.
Po 26 dniach prze chow ywa nia w tem per atu rze –20oC
nie stwier dzono znacz nego spad ku stê¿ eñ anal itów.  Naj -
wiêk szy spa dek zau wa¿ono dla izof lura nu, ale i tak jego
zawa rtoœæ wy nios³a po nad 80% za wartoœci pocz¹tkow ej.

5. Pod sum owa nie

1. Oprac owa na me toda HS-SPME-GC-MS oznac zania
de sflur anu, se wof lura nu i izof lura nu w prób kach krwi
cha rakt ery zuje siê za dow alaj¹c¹ se lek tyw noœci¹,
czu ³oœci¹, dok³ad noœ ci¹ i pre cyzj¹.

2. Me toda po zwala na oznac zenie sub stanc ji wys têpu-
j¹cych w bar dzo ma³ych ilo œciach (LOQ < 1 mg/ml).

3. Me toda jest szyb ka (czas przy got owa nia prób ki:
10 min, czas anal izy 13 min), a etapy przy got owa nia
prób ki zo sta³y mak sym alnie ogran icz one ze wzglê du
na lotno œæ anali tów. Zarów no sposób prze chow ywa -
nia, jak i me tod yka przy got owa nia prób ek wziew -
nych sub stanc ji anes te tyc znych we krwi ma wp³yw
na uzys kanie wia ryg odny ch wyn ików anal izy. 

4. Opis ana me toda mo¿e byæ wy kor zyst ana ta k¿e do
anal izy obec noœ ci in nych lot nych zwi¹zków  orga -
nicznych w ma ter ia³ach bio log iczny ch.     
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