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stwa ojcostwa jak i czestosci wystgpienia okreslonego profilu DNA oraz jako
populacyjna préba kontrolna w badaniach klinicznych.
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Determination of bromochlorodifluoromethane (Halon 1211) in
biological materiat by gas chromatography with mass detector
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W pracy przedstawiono metode oznaczania bromochlorodifluorometanu (Halon 1211)
w materiale biologicznym (krew, wycinki narzadéw wewnetrznych) metodg chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig masowg (GC/MS). Po inkubacji prob w temperatu-
rze 65°C, po 15 minutach pobierano 10 pl powietrza znad roztworu, ktéry analizowano
z wykorzystaniem kolumny kapilarnej DB-5ms (30m x 0,25mm x 0,25pm). Analize
ilosciowg wykonano w opcji monitorowania pojedynczych jonéw (SIM) - m/z 85 i m/z 87.
Opracowang metode wykorzystano w celu oznaczenia stezenia bromochlorodifluorome-
tanu w materiale biologicznym pobranym ze zwlok mezczyzny, kidérego zgon nastgpit
wskutek odurzania sie zawarto$cig gasnicy halonowe;j.

A gas chromatographic metod with mass spectrometry has been developed for the
determination of bromochlorodifluoromethane (Halon 1211) in biological materiat (whole
blood, organ samples). After incubation of the sample (temp.65°C, 15 min), 10 pl of the
headspace is analysed using a capillary column DB-5ms (30m x 0,25mm x 0,25pm).
Quantitative analysis was made with the use of a single ion monitoring option - m/z 85
and m/z 87. This developed method was used to determine the concentration of
bromochlorodifluoromethane in biological materiat collected from the body of the man
whose death was due to intoxication of halon 1211 - fire-extinguisher contents.

Stowa kluczowe: bromochlorodifluorometan, halon 1211, chroma-
tografia gazowa sprzezona ze spektrometriag masowa, materiat
biologiczny

Key words: bromochlorodifluoromethan, halon 1211, gas
chromatography with mass spectrometry, biological materiat
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WSTEP

W Srodowiskach mtodziezowych notowane sg coraz czestsze przypadki
zazywania narkotykéw. Jednakze brak pieniedzy na zakup narkotykow
powoduje, ze miodzi ludzie szukajg Srodkdéw zastepczych. Szczegdlnym
obiektem zainteresowania stajg sie ogodlnie dostepne i tanie $rodki inhalacyjne
takie jak rozpuszczalniki organiczne (toluen, ksylen, benzen, aceton) oraz inne
substancje lotne (3, 4). Réwniez halon 1211 (bromochlorodifluorometan, R12V1,
R12B1, Freon 12V1, BCF) bezbarwny, bezwonny, niepalny, mato toksyczny gaz,
aktywny sktadnik gasnic halonowych jest stosowany w celu odurzania sie (1, 2,
7, 8). W literaturze opisano kilka przypadkéw zgondéw wskutek odurzania sie
zawartosciag gasnic halonowych (1, 5, 8).

Z danych literaturowych wynika, ze najczesciej stosowang metodg oznacza-
nia lotnych substancji organicznych w tym miedzy innymi halonu 1211 w ptynach
biologicznych oraz tkankach jest chromatografia gazowa z wykorzystaniem
detektora ECD-FID (6, 8) oraz detektora masowego (7). Analizy przeprowadza-
no z uzyciem kolumny pakowanej wypetnionej 0,3% Carbowaxem na Carbopacu
(6), kolumny kapilarnej SPB-1 (8) badz kolumny kapilarnej typu OV-101 (7).

W dostepnej literaturze nie znaleziono publikacji w ktérej do oznaczenia
halonu 1211 wykorzystano by kolumne kapilarng DB-5ms. Dlatego tez celem
niniejszej pracy byto badanie przydatno$ci chromatografii gazowej z detektorem
masowym z uzyciem kolumny kapilarnej DB-5ms do identyfikacji i oznaczania
halonu 1211 w materiale biologicznym pobranym ze zwtok.

Opracowang metode wykorzystano w celu oznaczenia stezenia halonu 1211
w materiale biologicznym pobranym w czasie sekcji zwilok mezczyzny, ktory
odurzat sie zawartoscig gasnicy halonowej. W trakcie odurzania sie zawartoscig
gasnicy mezczyzna zastabt i pomimo podjetej akcji reanimacyjnej zmart.

MATERIAL | METODA

1. Przygotowanie standardu wewnetrznego

Jako standardu wewnetrznego (IS) uzyto 1,1,1-trichloroetanu firmy Sigma-
Aldrich. Standard wewnetrzny sporzgdzono przez rozpuszczenie 100 pl 1,1,1-
trichloroeteanu w 100 ml etanolu 99,8% (Merck). Standard przechowywano
w szklanej butelce w temp. - 10 °C.

2. Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej

Przygotowano roztwory wzorcowe halonu 1211 (Sigma-Aldrich) we krwi oraz
w wycinkach nerki o stezeniach 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 20
mg/L. W fiolkach z korkiem silikonowym umieszczono po 5 ml (5 g) poszczegdl-
nych roztworow wzorcowych i dodano po 100pl standardu wewnetrznego,
a nastepnie ogrzewano w bloku grzewczym (Techne DB A2) w temp. 65°C. Po
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15 min. pobierano po 10 pl powietrza znad roztworu i nastrzykiwano na kolumne
chromatograficzng.

3. Przygotowanie prébek materiatu biologicznego pobranego ze
zwiok

Do fiolek o poj. 10 ml dodano po 100 pl standardu wewnetrznego oraz odpo-
wiednio 5 ml (5 g) materiatu biologicznego (krew, wycinki nerki, watroby, mézgu,
ptuca, tres¢ zotgdka) pobranego ze zwiok mezczyzny, ktérego zgon nastgpit
wskutek odurzania sie zawartoScig gasnicy halonowej. Fiolki zamknieto
silikonowym korkiem i ogrzewano w bloku grzewczym (Techne DB AZ2)
w temperaturze 65°C, po 15 minutach pobierano 10 pl powietrza znad roztworu
i nastrzykiwano na kolumne chromatograficzng.

4. Warunki analizy halonu 1211 metodg chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometrem masowym

Analize przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografu gazowego Auto-
System XL, sprzezonego z detektorem masowym TurboMass firmy Perkin-Elmer
oraz z wykorzystaniem biblioteki widm masowych Willey'a i NIST. Chromatograf
wyposazony byt w system elektronicznej kontroli przeptywu gazu nosnego (hel
5,5), komore nastrzykowg (injector) typu split - splitless. Analize chromatogra-
ficzng przeprowadzono na kolumnie DB-5 ms (30 m x 0,25 mm x 0.25 pm).
Rozdziatu chromatograficznego dokonano w warunkach: temperatura injectora:
150°C, temperatura linii transferowej: 175°C, temperatura detektora: 175°C,
program temperaturowy pieca chromatografu: temperatura poczgtkowa 35°C
utrzymana przez 1,75 min, nastepnie wzrost z szybkoscig 20°C/min do 150°C
utrzymano przez 5 min, przeptyw gazu nosnego: liniowy 35 cm/s. Analize
przeprowadzono w zakresie mas m/z 35-250. Analize ilosciowg wykonano
w opcji monitorowania wybranych jonéw (SIM) - m/z 85, 87 (dla halonu 1211)
oraz m/z 95, 97 (dla IS).

WYNIKI

Na rycinie 1 przedstawiono chromatogram otrzymany w wyniku analizy
(w petnym zakresie wartosci m/z 35-250) proby krwi zawierajgcej halon 1211.
Czas retencji dla halonu 1211 wynosit 1,56 min a dla IS 2,59 min. Widmo
masowe halotanu 1211 przedstawia rycina 2.

W ramach opracowania metody przeprowadzono proces walidacji oznaczania
bromochlorodifluorometanu w materiale biologicznym uwzgledniajgc takie
parametry jak: zakres liniowosci, granica oznaczalnosci i precyzja.

Wykresy kalibracyjne wykonano dla préb krwi i wycinkow nerki wzbogaconych
halonem 1211 w stezeniach 0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 2,0 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 20
mg/L oraz standardem wewnetrznym. Uzyskano zadowalajgcg liniowo$é
w wymienionym zakresie stezen: wspotczynnik korelacji (r) dla krwi 0,993, dla
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wycinkéw nerki 0,992. Powyzszy zakres stezen stanowi rowniez zakres
liniowosci metody. Granica oznaczalnosci (LOQ) zostata obliczona w oparciu
o stosunek sygnatu do szumu (S/N=3). Jako LOQ dla halonu 1211 przyjeto 0,5
mg/L. Granica wykrywalnosci (LOD) wyznaczono jako potowe LOQ czyli 0,25
ma/L (tabela I).

Ryc. 1. Przyktadowy chromatogram préby krwi
Fig. 1. Mass chromatogram of blood sample.

Ryc. 2. Widmo masowe halonu 1211.
Fig. 2. Mass spectrum of halon 1211.
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Tabela |. Parametry walidacyjne oznaczania bromochlorodifluorometanu we krwi
oraz wycinkach nerki.

Table |. Validation parameters of determination bromochlorodifluoromethane in
blood and kidney sample.

Materiat LoQ LOD zakres liniowoSci |\ o1 vnnik korelacji (1)
) Limit of linearity ) .
Materiat (mg/L) (mg/L) Correlation coefficient
(mg/L)

Krew 0,5 0,25 0,5-20,0 0,993

Blood

Nerka 0,5 0,25 0,5-20,0 0,992

Kidney

Precyzje miedzygrupowa, wyrazong jako wzgledne odchylenie standardowe,
wyznaczono poprzez czterokrotng analize préb krwi i wycinkdédw nerki wzbogaco-
nych bromochlorodifluorometanem w stezeniu 2 mg/L powtarzang co dwa dni.

Tabela II. Precyzja miedzygrupowa.

Table Il. Interday precision.

. Stezenie dodane Stezenie obliczone Precyzja miedzygrupowg
Materiat . . -
Materiat Concentration added Concentration found Interday precision

: (mg/L) (mg/L) RSD (%)

Krew
Blood 2 1,97 2,9
Nerka
Kidney 2 1,96 3,4

Precyzje wewnatrzgrupowg, wyrazong jako wzgledne odchylenie standardo-
we, wyznaczono przez czterokrotng analize préb przeprowadzong tego samego

dnia.
Tabela Ill. Precyzja wewnagtrzgrupowa.
Table lll. Intraday precision.
Materiat Stezenie dodane Stezenie obliczone Precyzja wewnatrzgrupowg
materiat Concentration added | Concentration found Intraday precision
(mg/L) (mg/L) RSD (%)
Krew
Blood 2,0 1,96 3,2
Nerka
4,3
Kidney 2,0 1.95

Miedzygrupowg precyzja oznaczania halonu 1211 we krwi i w wycinkach nerki
wynosi odpowiednio 2,9% i 3,4% natomiast precyzja wewnatrzgrupowg wynosi
3,2% dla krwi i 4,3% dla wycinkéw nerki.
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Tabela IV. Stezenie halonu 1211 w materiale sekcyjnym.
Table [IV. Halon 1211 concentrations in autopsy materiat.

Materiat badany Stezenie halonu 1211
Materiat examined Concentration of halon 1211
Krew 1,7 mg/L
Blood
Watroba 10,8 mgiL
Liver
Nerka 3,6 mg/L
Kidney
Ptuco Nie stwierdzono
Lung Not detected
Tres¢ zotgdka 8,1 mglL
Stomach contents

W tabeli IV przedstawiono wyniki analizy materiatu biologicznego, pobranego
ze zwtok mezczyzny, ktoéry odurzat sie halonem wykorzystujgc gasnice halonowa.
Wyniki przeprowadzonej analizy wykazaty obecno$¢ halonu 1211 we wszystkich
badanych prébach z wyjatkiem wycinkéw ptuc. By¢ moze brak obecnosci halonu
w ptucach mogt byé spowodowany faktem dtugotrwatej reanimaciji.

DYSKUSJA

Analiza lotnych zwigzkéw organicznych w materiale biologicznym z uwagi na
wtasciwosci  fizykochemiczne tych zwigzkéw napotyka wiele probleméw
analitycznych w toksykologii klinicznej i sadowej.

Poszukiwanie obecnosci srodkow uzywanych do inhalacji w tym halonu 1211
jest szczegdlnie wazne w sytuacjach, gdy materiat badawczy zostat pobrany ze
zwtok w przypadkach osob ze Srodowiska podejrzanego o uzywanie narkotykéw
zmartych $miercig nagta w nietypowych okolicznosciach.

Jak wynika z danych literaturowych jako prostg i szybkg metode skryningowg
w analizie lotnych substancji organicznych w materiale biologicznym najczesciej
stosowano chromatografie gazowg z detektorem FID-ECD (6, 8). Ramsey
i Flanagan (6) opracowali metode analizy mieszaniny lotnych substancji
organicznych w tym halonu 1211 we krwi z uzyciem 2 m kolumny pakowanej
0,3% Carbowax 20M na Carbopack C. Wykorzystanie przez Streeta ze wspot.
(8) 60 m kolumny kapilarnej SPB-1 umozliwito skrocenie czasu analizy
i uzyskanie lepszych parametrow rozdziatu mieszaniny lotnych substancji
toksycznych.

Izolacja lotnych zwigzkéw z materialu badawczego w obu przypadkach
zostata przeprowadzona poprzez ogrzewanie prob w temperaturze 65°C przez
15 minut (6) lub 30 minut (8).

Przedstawione przez Ramsey'a i Flanagana (6) oraz Streeta ze wspét. (8)
warunki analityczne byly wykorzystywane do oznaczania halonu 1211 tylko
w mieszaninach wzorcowych. Natomiast brak jest danych dotyczgcych
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wykorzystania tych metod w przypadkach zgondéw, ktérych przyczyng mogto byc¢
zatrucie halonem 1211.

Smeeton i Clark (7) opisali przypadki zatru¢ halonem 1211. Potwierdzenie
zatrucia tym zwigzkiem uzyskali przeprowadzajgc tylko analize jakosciowg préb
krwi  z wykorzystaniem chromatografii gazowej z detektorem masowym
z uzyciem kolumny OV-101.

Z danych literaturowych nie wynika jakie w przypadku podanych metod
analitycznych sg granice oznaczalnosci, wykrywalnosci oraz zakres liniowosci
w odniesieniu do halonu 1211.

W niniejszej pracy izolacje halonu 1211 z materiatu biologicznego przeprowa-
dzono podobnie jak Ramsey i Flanagan (6) ogrzewajgc préby badane w temp.
65°C przez 15 minut. Analize halonu 1211 wykonano wykorzystujac podobnie jak
Smeeton i Clark (7) chromatografie gazowa z detektorem masowym, jednakze
do badan uzyto czesto stosowang w analizie skryningowej kolumne chromato-
graficzng DB-5 ms. Identyfikacji pliku chromatograficznego halonu 1211
dokonano na podstawie poréwnania czaséw retencji analitu i odpowiadajgcego
mu wzorca. Dzieki prowadzeniu analizy mas, w trybie skanowania catkowitego
zakresu mas, mozliwe byto dodatkowo poréwnanie otrzymanych widm maso-
wych z widmami masowymi wcze$niej analizowanego wzorca i z bibliotekg widm
masowych NISTa i Willey'a. Analize ilosciowa halonu 1211 przeprowadzono
monitorujgc charakterystyczne i intensywne jony m/z 85 i m/z 87 co umozliwiato
analize tego zwigzku w zakresie stezen 0,5-20 mg/L.

Wyniki przeprowadzonych badan dowodzg, ze opracowana metoda umozliwia
nie tylko potwierdzenie obecnosci halonu 1211 w materiale biologicznym lecz
réwniez jego iloSciowa analize.

WNIOSKI

Przedstawiona w niniejszej pracy metoda analityczna z wykorzystaniem
chromatografu gazowego z detektorem masowym moze by¢é wykorzystana
w toksykologii sgdowej do jakosciowej i iloSciowej analizy halonu 1211
w materiale biologicznym.

Wyniki analizy materiatu biologicznego, pobranego ze zwiok mezczyzny, ktéry
odurzat sie halonem 1211 wykazaty obecno$¢ tego zwigzku we wszystkich
analizowanych prébach za wyjgtkiem wycinkéow ptuc w stezeniach 1,7-10,8
mg/L. Z uwagi na podjetg reanimacje nie mozna wykluczy¢, ze stezenie tego
zwigzku w materiale biologicznym mogto byé wyzsze.
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Posmiertna dyfuzja tlenku wegla do miesni i krwi -
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Post mortem diffusion of carbon monoxide to muscles and
blood - preliminary examinations
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Celem pracy byto wyjasnienie, czy posmiertna dyfuzja tlenku wegla (CO) moze w istotny
sposob wpltywac na wyniki oznaczen poziomu hemoglobiny tlenkoweglowej (COHb) oraz
mioglobiny tlenkoweglowej (COMb). Uzyto preparatow skérno-miesniowych i miesnio-
wych pobieranych ze zwtok dorostych oséb. Na preparaty te oddziatywano CO przez 24
godziny w temperaturze pokojowej. COHb i COMb oznaczono przy uzyciu chromatografii
gazowej. Stwierdzono, ze skoéra bardzo ogranicza dyfuzje CO, ktéry przenikat
w niewielkim stopniu jedynie do powierzchownej warstwy pokrytego nig miesnia, nie
wptywat zas na poziom COHb we krwi znajdujgcej sie pod 4,5-centymetrowg warstwa.
Dyfuzja CO przez zweglony powierzchownie i skoagulowany termicznie miesien nie
roznita sie przy tym od tej, ktéra obserwowano przez nienaruszone powioki. Membrana
ze skory pozbawionej catkowicie podsciotki ttuszczowej nie stanowita natomiast bariery
dla umiarkowanej dyfuzji do zlokalizowanej pod nig warstwy krwi. W przypadkach
zweglonych zwtok, wyniki oznaczeh COHb i COMb w materiale pobranych spod warstwy
zweglonych i skoagulowanych tkanek pozwalajg zatem na ustalenie, czy ofiara zyta
w momencie wybuchu pozaru.

The purpose of the study was to determine whether the postmortem diffusion of carbon
monoxide (CO) significantly affected the results of carboxyhemoglobin (COHb) and
carboxymioglobin (COMb) determinations. The musculocutanous and muscular specimens
collected from adult cadavers were used. The specimens were treated with CO for 24h at
room temperature. COHb and COMb were determined using gas chromatography. It was
demonstrated that the skin substantially limited the diffusion of CO which slightly penetrated
only the superficial layers of the muscle and did not change the blood level of COHb in the
4.5-cm layer of the muscle located underneath. The CO diffusion through the superficially
charred and thermally coagulated muscle did not differ from that observed in the intact
integuments. On the other hand, the membrane of the skin completely deprived of the
adipose layer was not the barrier to moderate diffusion into the blood layer situated below.
Thus, in charred corpses the results pf COHb and COMb determinations in the materiat
collected under the layer of charred and coagulated tissues enable us to determine whether
the victim was alive at the moment of fire outbreak.



