Zastosowanie chromatografii gazowej
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Celem pracy jest wprowadzenie do detekcji narkotykéw w technice kryminalistycznej przy zastosowaniu chro-

matografii gazowej. Praca przedstawia opis technik kryminalistycznych, probek biologicznych podlegajacych

badaniu na obecnos¢ narkotykow, proces przygotowania probek do oznaczania oraz krotkie scharakteryzo-

wani i podzial najwazniejszych srodkéw psychoaktywnych.

Wprowadzenie

Najwiekszy wzrost obrotu
narkotykami i $rodkami psy-
choaktywnymi na swiecie
(gtéwnie w Europie i USA) byt
obserwowany w latach 70.
minionego stulecia. Jednak,
jak wynika z Europejskiego
Raportu Narkotykowego, spo-
rzgdzonego w 2014 roku [1],
tendencja zazywania narko-
tykéw wciaz rosnie. W wielu
krajach ilo$¢ spozywanych
narkotykéw utrzymuje sie na
tym samym poziomie lecz
w Polsce sprzedaz w ostatnich
latach ulega ciggtemu wzo-
stowi. Niepokojacy jest fakt,
iz po $rodki psychoaktywne
najczesciej siega mtodziez
w wieku szkolnym badz stu-
denci. Ponadto, coraz czesciej
spotka¢ mozna nowe zwiazki
psychoaktywne lub dopa-
lacze, a sposob ich pozyski-
wania jest coraz fatwiejszy.
Przypadki przedawkowania
lub ostrego zatrucia sa trud-
ne do identyfikacji, ponie-
waz najczesciej dochodzi do
stosowania kilku zwigzkow
jednoczesnie. Nie jest bo-
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wiem mozliwe w takiej sytu-
acji jednoznaczne okreslenie
powodu zgonu lub zatrucia.
Do najbardziej popularnych
narkotykéw wciaz naleza: ma-
rihuana (49%), haszysz (28%),
oraz kokaina i crack (9%).
Natomiast w krajach Unii Eu-
ropejskiej obserwowany jest
spadek zazycia heroiny (4%).
Srodki psychoaktywne maja
réznorodne dziatanie: wy-
wotuja stan zrelaksowania,
sennos¢, obojetnos¢ i brak
poczucia stresu, jak réwniez
poprawiajg humor. Niestety
obok tych dziatan, obserwo-

wane sg czesto niebezpieczne
skutki, takie jak: bél gtowy,
drgawki, poczucie niepoko-
ju, wymioty, bezsennos¢, de-
personalizacja, odrealnienie,
ataksja, omamy czy oczoplas.
Schemat 1 przedstawia za-
mkniety cykl zazywania nar-
kotykdw, ich dziatanie i skutki.
Po dziataniu relaksacyjnym
i euforycznym narkotykdw,
pojawiajg sie u biorcy nie-
bezpieczne skutki stosowania
substancji psychoaktywnych,
takie jak agresja, strach czy
depresja. Pozornym lekiem
na zte samopoczucie jest po-
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Schemat 1. Skutki dziatania narkotykdéw (opracowanie

wtasne)

nowne siegniecie po narkotyk
w celu przezycia stanu euforii
i relaksu. W ten sposéb cykl
stosowania i dziatania narko-
tykow pozostaje zamkniety,
a wyjscie z natogu staje sie
bardzo trudne. Narkotyki sa
rowniez przedmiotem wielu
przestepstw. Stosowane sa
w celu utatwienia dotarcia do
ofiary, pozbawienia jej Swia-
domosci oraz wprowadzenie
w stan narkozy. Istotne zna-
czenie podczas przestepstwa
ma miejsce zbrodni, stanowia-
ce zrodto mikrosladéw narko-
tykowych [2].

Badaniem narkotykéw w or-
ganizmie cztowieka zajmu-
je sie kryminalistyka. Jest to
nauka taczaca ze sobg wiele
dziedzin, takich jak: chemia,
biologia, fizyka, czy toksykolo-
gia. Techniki kryminalistyczne
obejmujag bowiem badania
daktyloskopowe, balistyczne
oraz analize chemiczng préb-
ki. Jednak najwazniejszym
dziataniem technik kryminali-
stycznych jest ustalenie toku
postepowania sprawcy i po-
znanie motywu przestepstwa



[2, 3, 4]. Najnowsze techniki
analityczne charakteryzuja
sie wysoka czutosciag, dzieki
czemu jest mozliwe wykrycie
juz niewielkich ilosci narkoty-
kéw w organizmie cztowieka.
W tym celu stosuje sie ba-
dania prébek biologicznych,
jednak ze wzgledu na duza
réznorodnos¢ zwiazkéw psy-
choaktywnych, ich skompli-
kowana budowe chemiczng
i odmienne wilasciwosci fizy-
kochemiczne, ich oznaczenie
w probkach biologicznych
jest rébwniez ztozone. Najcze-
$ciej do badan stosowane sa
prébki biologiczne, takie jak:
mocz, krew, §lina, pot, oraz
wtosy. Badanie zawartosci
narkotykéw powinno odby-
wac sie jak najszybciej po ich
spozyciu, poniewaz w zalez-
nosci od substancji, rozréz-
niane sa ich odmienne czasy
pottrwania [2].

Grupy narkotykow i ich od-
dzialywanie na organizm
ludzki

W Polsce zgodnie z ustawa
z dnia 29 lipca 2005 r. o prze-
ciwdziataniu narkomanii [5],
substancja psychotropowa
(psychoaktywna) jest kazda
substancja pochodzenia na-
turalnego lub syntetyczne-
go dziatajgca na osrodkowy
uktad nerwowy, okreslona
w wykazie substancji psy-
chotropowych stanowigcym
zatacznik do tej ustawy. We-
dtug Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO) substancje te
dziela sie na [6, 71:

1) alkohole,

2) tytoninikotyna,

3) opiaty (heroina, morfina),

4) marihuana i haszysz,

5) halucynogeny,

)

6) kokaina,

7) psychostymulanty (np.
amfetaminy),

8) lotne srodki psychoaktyw-
ne (np. kleje),

9) leki uspokajajace i nasen-
ne.

Schemat 2 przedstawia po-
dziat wazniejszych (najczesciej
stosowanych i najbardziej uza-
lezniajacych) narkotykow.

Do negatywnych skutkéw za-
zywania opiatéw zaliczane sa
miedzy innymi: senno$¢ i obo-
jetnos$¢, a takze zaburzenia
swiadomosci. Uzycie opiatow
czesto wigze sie z odczuwa-
niem nadmiernej euforii, oraz
zaburzeniami ze strony ukta-
du ruchu (spowolnione ruchy,
zaburzenia motoryki). Morfi-
na jest substancja najbardziej
uzalezniajacg ze wzgledu na
silne wtasciwosci przeciw-
bélowe oraz dziatanie na re-
ceptory centralnego uktadu
nerwowego. Jest gtdéwnym
sktadnikiem opium. Niewielka
jej dawka, bo juz 120-250 mg
jest Smiertelna. Morfina w for-
mie pierwotnej, niezmetabo-
lizowanej jest obecna w 10%
w moczu. Reszte stanowia
jej metabolity (3-glukuronid,
6-glukuronid, 3-eterosiarczan
oraz 3,6-diglukuronid) obec-
ne zarbwno w moczu jak i we
krwi oraz w osoczu [8, 9, 10,
11,12, 13].

Heroina natomiast
charakteryzuje sie dziataniem
przeciwbdélowym i powoduje

rowniez

euforie, lecz jest ono niemal
dwukrotnie silniejsze niz dzia-
tanie morfiny. Spowodowane
jest to lepsza rozpuszczalno-
scig w lipidach niz rozpusz-
czalno$¢ morfiny oraz co za
tym idzie, tatwiejsze przekra-
czanie bariery krew-médzg.
Istotnym aspektem jest fakt,
iz metabolizm heroiny roz-
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Schemat 2. Podziat wazniejszych narkotykdow (opracowa-
nie wtasne na podstawie [3, 7])

poczyna sie w organizmie juz
po kilku minutach. Gtéwnymi
jej metabolitami, obecnymi
w moczu s3: 3-O-glukuronid
morfiny, 6-O-monoacetylo-
morfina, morfina jak réwniez
heroina w postaci pierwotnej
formy. Dawka $miertelna he-
roiny to zaledwie 70 mg przy
dozylnym podaniu [8, 14].

Marihuana i haszysz zaliczane
s do kannabinoidow, czyli
substancji psychoaktywnych
pozyskiwanych z konopii
(Cannabis saliva). Maja one
dziatanie stymulujace i uspo-
kajajace oraz znieczulajace,
dzieki obecnosci zwigzku
A°-tetrahydrokannabinolu
(okreslanym w skrécie jako
A°-THC). Marihuana najcze-
sciej wystepuje w postaci pa-
pierosa, w ktérym zawartosc¢
A°-THC waha sie od 10 do
30 mg. Palenie jej powoduje
uczucie euforii, zrelaksowa-
nia oraz ogdlne polepsze-
nie

samopoczucia. Haszysz

natomiast zawiera kilkukrot-
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nie wiekszg dawke A9-THC
niz w przypadku marihuany
a jego dziatania maja charak-
ter halucynogenny, wywoty-
wac moga panike i niepokdj
[8]. Kannabinoidy naleza bo-
wiem do grupy narkotykdéw
zwanych halucynogenami
badz psychodelikami. Ich
gtébwnym dziataniem s3 halu-
cynacje i omamy. Do halucy-
nogendéw nalezy réwniez po-
pularne LSD [15, 16].

Kokaina nalezy do estréw
ekgoniny, metanolu i kwasu
benzoesowego. Charakte-
ryzuje sie szybkim tempem
metabolizmu w organizmie.
W handlu jest dostepna jako
chlorowodorek kokainy lub
jako czysta kokaina - potocz-
nie nazywana crackiem. Niska
temperatura topnienia po-
zwala na inhalacyjng droge
uzycia tego srodka, aczkol-
wiek moze by¢ ona stosowana
réwniez dozylnie. Jej dziatanie
jestsilnie uzalezniajace a szyb-
kos¢ reakcji odczuwalna jest
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w organizmie juz po 20 minu-
tach. Gtéwnymi metabolitami
obecnymi w moczu sa: benzo-
iloekgonina, ester metylowy
ekgoniny oraz forma pierwot-
na kokainy. 50-60% uzalez-
nionych od kokainy taczy ja
razem z alkoholem etylowym.
Powstaje wéwczas tzw. etylo-
kokaina - ester etylowy ben-
zoiloekgoniny, ktorego okres
pottrwania jest dtuzszy od
samej kokainy. Stosowanie
jej w duzych dawkach moze
powodowac stany depresyjne
i lekowe [8, 17,18, 19, 20].

Amfetamina i jej pochod-
ne powoduja pobudliwos¢,
wrazliwo$¢ i nadmierng ner-
wowos¢ ale réwniez euforie
i poczucie strachu. Podob-
nie jak w przypadku koka-
iny, dziatanie amfetaminy
jest obserwowane juz po
20 minutach od zazycia, dzie-
ki szybkiemu wchtanianiu do
tkanek organizmu. Metabolity
s3 obecne w moczu, osoczu
krwi oraz w samej krwi jako:
fenyloaceton, kwas hipurowy,
kwas benzoesowy, 4-hydrok-
syamfetamina oraz sama am-
fetamina. Z punktu widzenia
chemicznego amfetamina
jest mieszaning racemiczna D-
oraz L-amfetaminy [8, 21, 22].
Pochodna amfetaminy jest
metamfetamina - wystepuja-
ca w postaci biatego proszku
do uzycia doustnego, dono-
sowego lub dozylnego a takze
do palenia - w postaci krysz-
tatkdw. Dziatanie i szybkos¢
dziatania metamfetaminy za-
lezy od drogi przyjmowania
tego srodka. Najszybsze efek-
ty dziatania tego zwiazku jest
przyjecie doustne, natomiast
po zapaleniu metamfetaminy,
dziatanie jest obserwowane
po kilku minutach. Podobnie
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jak w przypadku amfetami-
ny, dziatanie metamfitaminy
polega na ogélnym pobudze-
niu, euforii ale rowniez agre-
sji i stanéw depresyjnych.
Produktami metabolizmu sa:
amfetamina oraz 4-hydrok-
syamfetamina a takze forma
pierwotna metamfetaminy
w sporej ilosci (44%) [8, 23].

Dziatanie $rodkéw psycho-
aktywnych, ich metabolizm,
obecno$¢ w ptynach ustro-
prébkach  biolo-
gicznych zalezy od rodzaju
przyjmowanej substancji, jej
dawki i drogi podania. Meta-
bolity zwiazkéw psychoak-
tywnych s3 obecne bowiem
zarbwno w moczu, jak i we

jowych i

krwi, osoczu krwi oraz wito-
sach.

Rodzaje prébek biologicz-
nych badanych w krymina-
listyce

W celu zbadania zawartosci
narkotykéw (lub ich metabo-
litbw) w organizmie ludzkim,
w technikach kryminalistycz-
nych stosuje sie proébki bio-
logiczne, takie jak: krew, $li-
na, mocz, czy wtosy. Jednak
istotng informacja w takim
badaniu jest czas jaki minat od
zazycia narkotyku.

Mocz

W moczu znajduja sie zaréwno
pierwotne formy narkotykéw
oraz ich metabolity. Obecnos¢
tych srodkéw utrzymuje sie
w moczu nawet do kilku dni:
opiaty, amfetamina, morfina,
kodeina, kokaina i benzodia-
zepiny sa obecne w moczu do
3 dni. Natomiast tetrahydro-
kannabinole az do 5 dni (Ta-
bela 1) [3, 24]. Ze wzgledu na
bezinwazyjnos¢ pobierania
prébek, mocz jest najbardziej
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dogodnym zrédtem informa-
¢ji, jednakze sposob w jaki
odbywa sie operacja pobiera-
nia moczu, ciggle budzi wiele
kontrowersji ze wzgledu na
pogwatcenie prywatnosci.
W moczu zawarto$¢ substan-
¢ji moze jednak zostac¢ zabu-
rzona z powodu zmiennej ilo-
$ci wypijanych ptynéw przez
badanego. Stezenie poszcze-
golnych substancji psychoak-
tywnych moze by¢ obarczone
btedem w momencie réznej
wartosci pH moczu, przy ni-
skim pH szybko$¢ wydalania
amfetamin wzrasta a przy za-
sadowym pH moczu - maleje
[3,4,8l.

Krew

Najbardziej popularne i naj-
czesciej stosowane jest nadal
badanie prébek krwi na obec-
nos¢ narkotykéw lub lekow
w organizmie cztowieka. Ste-
zenie substancji psychoaktyw-
nych we krwi jest zréznicowa-
neizalezne od przyjetej dawki,
masy ciata jak réwniez stanu
zdrowia badanego. Badanie
krwi charakteryzuje sie rézno-
rodnoscig technik analitycz-
nych. Obecnos¢ narkotykow
we krwi jest krétsza niz w przy-
padku moczu i wtoséw, wynosi
ona od kilku godzin (amfeta-
mina i kannabinole do 5 go-
dzin, opiaty i kokaina do 10 go-
dzin, a etanol do 12 godzin) do
kilku dni (benzodiazepiny do
2 dni) [3, 25, 26]. Inwazyjnosc¢
metody naraza w niektérych
przypadkach na zagrozenia
zwigzane ze skaleczeniem sie
osoby wykonujacej to badanie,
brakiem mozliwosci pobrania
prébki (wystepujaca agresja
u badanego) oraz wystepowa-
niem ran i obrzekéw w miejscu
pobierania krwi.

Wrtosy

Najbardziej nieinwazyjnym
badaniem jest badanie wto-
séw na obecnos¢ narkotykow.
Na miejscu przestepstwa maja
one wyzszos¢ nad
prébkami biologicznymi z kil-
ku wzgleddéw: s3 odporne na

innymi

warunki atmosferyczne takie
jak temperatura czy wilgot-
no$¢ powietrza, s3 odporne
na dziatanie mikroorgani-
ZmOWw oOraz procesy nhiszczenia
mechanicznego. Wtos skfada
sie z cebulki, ktéra znajduje sie
pod powierzchnig skéry oraz
trzonu, znajdujacego sie na jej
powierzchni. Keratyna — biaf-
ko znajdujace sie wewnatrz
wtosa, ma zdolnos$¢ taczenia
sie z jonami metali oraz sub-
stancjami organicznymi. Ba-
danie wtosa pozwala woéwczas
na szczegétowe informacje
na temat uzaleznionego od
narkotykow. Substancje psy-
choaktywne jak i trucizny od-
ktadaja sie we wiosie na kon-
kretnych odcinkach. Dtugos¢
wtosa jest proporcjonalna do
czasu zazywania narkotykéw
i dzieki temu jest mozliwe
stwierdzenie przyjmowania
tych substancji nawet do 10
miesiecy wstecz. Ta witasci-
wos¢ wloséw jest nazywana
w  kryminalistyce «szerokim
oknem detekcji» (szerokim
przedziatem czasu analizy)
[4, 9, 25, 26, 27, 28, 29]. Jak
kazda metoda, analiza wtosa
ma réwniez swoje wady: jest
pracochtonna, kosztowna
i dtugotrwata w poréwnaniu
do analizy innych prébek bio-
logicznych. Nie mozna zbada¢
zawartosci narkotykéw we
wtosach bezposrednio po ich
zazyciu, poniewaz dystrybu-
cja substancji psychoaktyw-
nych po tkankach i narzadach



a takze wtosach, jest stosunko-
wo dfuga. Nie uda sie réwniez
oznaczenie narkotykéw we
wtosach osoby, ktéra zazyta
narkotyki tylko jednokrotnie [4].

Inne - $lina, pot

Do pozostatych prébek biolo-
gicznych naleza miedzy inny-
mi $lina i pot. Charakteryzuja
sie réwniez prostotg i szybko-
$cig analizy a takze jej bezin-
wazyjnoscia. W slinie stezenie
substancji psychoaktywnych
utrzymuje sie od kilku godzin
(5 godzin dla amfetaminy i ka-
nabinoli, 10 godzin dla opiatow
i kokainy) az do kilku dni (2 dni
dla benzodiazepiny). W przy-
padku potu wartosci obecnych
narkotykdéw sa zmienne i zalez-
ne od temperatury ciata, wagi,
pfci, wieku a takze przebytych
choréb [25].

Tabela 1.

Czas detekcji substancji psychoaktywnych

w probkach biologicznych [3, 24]

Czas wykrycia badanej
. substancji w probce Lite-
Substancja biologicznej [h] ratura
krew | mocz wiosy
Amfetamina 5 72 Kilka miesiecy [3]
i Metamfetamina b.d. 72 b.d. [24]
. 10 72 Kilka miesiecy [3]
Kokaina b.d. 72 b.d. [24]
. 10 72 Kilka miesiecy [3]
Opiaty b.d. 72 b.d. [24]
. 5 120 Kilka miesiecy [3]
Kannabinole bd. | 120 b.d. [24]
. : 24 72 Kilka miesiecy [3]
Benzodiazepiny | 72 b.d. [24]

W badaniu prébek biologicz-
nych, za pomoca metod chro-
matografii gazowej, istotne
jest rowniez odpowiednie
przygotowanie danej probki.
Metody przygotowania pro-
bek biologicznych sa rézne
i zalezne od stezenia narkoty-
kéw w tych prébkach, rodzaju

prébki biologicznej a takze od
rodzaju substancji psychoak-
tywnej. Jednak dzieki rézno-
rodnosci opracowanej me-
tody oraz wysokiej czutosci
aparatury, mozliwe jest ozna-
czanie substancji psychoak-
tywnych na bardzo niskim
poziomie detekgji.

Charakterystyka metod
chromatograficznych stoso-
wanych w technikach kry-
minalistycznych

Rézne techniki analityczne,
w tym testy immunologiczne
(IA), chromatografia cieczo-
wa (LC) oraz gazowa (GQ),
sg stosowane do oznaczania
narkotykéw. Najbardziej roz-
powszechnione sg metody IA,
lecz wykazuja znacznie mniej-
szg czuto$¢ w poréwnaniu
z technikami chromatogra-
ficznymi. LC wykorzystywana
jest z powodzeniem w iloscio-
wym oznaczaniu metamfeta-
miny (MA) oraz ketaminy (KT)
i ich metabolitéw w prébkach
biologicznych, natomiast jej
zastosowanie jest ograni-
czone przez wysokie zuzycie
rozpuszczalnika oraz czaso-
chtonne procedury izolacji.
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Dla poréwnania GC jest sze-
roko wykorzystywana w celu
testowania obecnosci narko-
tykéw w kryminalistyce dzieki
fatwosci obstugi urzadzenia,
duzej efektywnosci separadji,
wysokiej selektywnosci oraz
czutosci [30].

Testy na obecnos¢ narkoty-
kéow opierajg sie gtébwnie na
analizach krwi i moczu, na-
tomiast w tkankach watroby
i nerek przeprowadza sie ba-
dania pos$miertne. Lecz zwiaz-
ki te wykrywane sg w organi-
zmie maksymalnie przez kilka
godzin od momentu spozy-
cia narkotyku w przypadku
prébek krwi i przez kilka dni
w przypadku prébek moczu.
Analizy wloséw sag niezwykle
istotne, poniewaz dostarcza-
ja wielu informacji na temat
uzywania tych substancji
w dtuzszym okresie [31]. Na-
tomiast analizy moczu pod
katem wykrywania substancji
narkotycznych sg proste, nie-
inwazyjne, a probka dostep-
na jest w stosunkowo duzych
ilosciach. Prébki moczu za-
wierajg stosunkowo wysokie
stezenia narkotykéw i meta-
bolitéw w poréwnaniu z inny-
mi matrycami biologicznymi.
W zwiazku ze skomplikowana
matryca analizowanych biolo-
gicznych probek, w wiekszo-
sci przypadkéw wymagana
jest odpowiednia metoda
przygotowania prébek przed
analiza instrumentalng, kté-
ra zapewni tez odpowiednie
zatezenie wstepne badanych
zwigzkow [30].

Najczesciej stosowanymi me-
todami wstepnego przygo-
towania prébek sa LLE (eks-
trakcja ciecz-ciecz) oraz SPE
(ekstrakcja do fazy statej). LLE
jest niezwykle czasochton-
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na, pracochtonna oraz jest
zwigzana z uzyciem duzych
objetosci
co czesto prowadzi do formo-
wania sie emulsji. Natomiast

rozpuszczalnikow,

SPE jest mniej czasochtonna
w poréwnaniu do LLE, lecz
wymaga kondycjonowania
kolumny oraz eluowania roz-
puszczalnikami organicznymi.
Obydwie techniki wymagaja
znacznych ilosci rozpuszczal-
nikéw, uzywanych do ekstrak-
¢ji i desorpcji, przyczyniajac
sie do mozliwosci powstania
niebezpieczenstwa zanie-
czyszczenia Srodowiska oraz
zagrozenia dla zycia ludzkie-
go. W ostatnich latach mozna
zaobserwowac statg tenden-
cje do miniaturyzowania tech-
nik przygotowania prébek, tj.
zastosowanie SPME (mikroek-
strakcja do fazy stacjonarnej),
SBSE (ekstrakcja z wykorzysta-
niem ruchomego elementu
sorpcyjnego), HF-LPME (mi-
kroekstrakcja za pomoca cie-
czy z wykorzystaniem mem-
brany), charakteryzujace sie
fatwoscia operacji oraz niskim
zuzyciem rozpuszczalnika lub
tez jego catkowity eliminacja
[30]. W zwiazku z poétlotnymi
wtasciwosciami wszystkich
zwigzkdéw z grupy amfetamin,
metody oznaczania tych sub-
stancji oparte na SPME moga
by¢ prowadzone zaréwno
w trybie ,direct-immerse’
(wiékno jest zanurzane bez-

4

posrednio w badanej probce
ciektej) lub ,headspace” (widk-
no jest umieszczone w fazie
nadpowierzchniowej, gdzie
nastepuje podziat zwigzkéw
organicznych pomiedzy faze
stacjonarng osadzona na
widknie i matryce), jak réw-
niez wykorzystywane sa rézne
rodzaje widkien [30].

Detekcja narkotykéw w tkan-
kach ludzkich

Metoda mikroekstrakcji za po-
moca cieczy z wykorzystaniem
membrany (HF-LPME) w trybie
direct-immerse, a nastepnie
chromatografia gazowa sprze-
zona z detektorem FID (detek-
tor ptomieniowo-jonizacyjny)
zostaty wykorzystane do ilo-
$ciowego oznaczania amfe-
taminy (AP), metamfetaminy
(MA), metylenodioksyamfeta-
miny (MDA), metylenodioksy-
metamfetaminy (MDMA), ko-
feiny i ketaminy (KT) w moczu
0s6b naduzywajacych narko-
tyki. Optymalne warunki eks-
trakcji obejmowaty prowadze-
nie procesu z 30% zawartoscig
NaCl przez 20 min., w tempe-
raturze 30°C, z szybkoscia
mieszania 1000 rpm. Do ana-
lizy chromatograficznej uzyto
kapilarna kolumne HP-5 (30 m
x 0,53 mm $rednica wewnetrz-
na i 1,5 um grubos¢ filmu),
dozowanie w trybie splitless
w temperaturze 250°C. Anali-
ze prowadzono w temperatu-
rze detektora 300°C, przy sta-
tym przeptywie gazu no$nego
azotu na poziomie 4,0 mL/
min. W tych warunkach gra-
nica wykrywalnosci dla ana-
lizowanych szesciu zwigzkow
ksztattowata sie w granicach
od 8 ug/L (AP, KT) do 82 ug/L
(MDA), granica oznaczalnosci
od 0,03 mg/L (AP, MA, kofe-
ina i KT) do 0,3 mg/L (MDA),
natomiast odzyski w sfortyfi-
kowanych prébkach moczu
w zakresach 75,2% do 119,3%
wskazywaty na doskonata
zdolnos¢ zapobiegania zanie-
czyszczaniu fazy ekstrakcyjnej
przez matryce oraz mozliwosc
uzycia powyzszej metody
w oznaczaniu iloSciowym nar-
kotykéw w moczu [30].

Opiaty odgrywaja istotna
role w dziedzinie toksykolo-
gii i kryminalistyce, a ich wy-
krywanie w moczu i krwi jest
szczegdlnie wazne np. w miej-
scach pracy, analizach toksy-
kologicznych podczas docho-
dzen oraz w badaniach oséb
prowadzacych pojazdy. W celu
oznaczania morfiny, kodeiny
i 6-mono-acetylo-morfiny
(6-MAM) w prébkach ludzkie-
go moczu i krwi opracowano
metody oparte na pojedynczej
derywatyzacji w fazie wodne;j.
Zazwyczaj, w celu detekgji po-
wyzszych zwigzkéw wstepnie
przeprowadza sie testy im-
munologiczne, natomiast ze
wzgledu naich niska specyficz-
nos¢, pozytywne wyniki musza
by¢ bezwzglednie potwierdzo-
ne technikami chromatogra-
ficznymi, gazowa lub cieczowa
chromatografia sprzezonymi
ze spektrometrig mas (GC-MS
lub LC-MS). Prébki poddaje sie
wstepnemu przygotowaniu
przed analiza z wykorzysta-
niem metody GC-MS. Te proce-
dury obejmuja zazwyczaj kilka
krokéw, miedzy innymi hydro-
lize glukoronidéw w przypad-
ku moczu czy tez odbiatczania
w przypadku krwi, narzadéw,
$liny, ekstrakcje analitow z ma-
trycy biologicznej, oraz w kon-
cu ich derywatyzacje. Morfina
jest wydalana z moczem gtéw-
nie w postaci 3- i 6-glukoroni-
doéw, stad tez analiza moczu na
obecnos¢ catkowitej morfiny,
rozpoczyna sie najczesciej od
hydrolizy zwigzkéw sprzezo-
nych w celu uwolnienia morfi-
ny bezposrednio przed proce-
sem ekstrakcji i oznaczaniem
chromatograficznym. Hydroli-
za moze by¢ przeprowadzana
enzymatycznie lub przez do-
danie silnych kwaséw [32].



Prébki moczu nie poddane
hydrolizie byly analizowane

metoda symultaniczng DLLME
(dyspersyjna mikroekstrakcja
w uktadzie ciecz-ciecz) z zasto-
sowaniem procesu derywaty-
zacji (PCF). W technice tej do
probki wstrzykuje sie miesza-
nine rozpuszczalnikéw: eks-
trakcyjnego i dyspersyjnego.
Sprzyja to formowaniu sie mi-
kro-kropel ekstrahujacego roz-
puszczalnika, rozproszonych
w catej objetosci analizowane-
go roztworu. Rozpuszczalnik
ekstrakcyjny jest odzyskiwany
z dna proboéwki stozkowej po
odwirowaniu metnego
tworu. Ostatecznie, zebrana
faza organiczna jest bezpo-

roz-

$rednio dozowana do uktadu
chromatograficznego [32].
Chloromréwczan propylu
(PCF) jako czynnik derywaty-
zujacy, nastepnie ekstrakcja
LLE i GC/MS byty wykorzysty-
wane do detekcji zwiazkéw
w prébkach moczu hydroli-
zowanego oraz we krwi. Zwa-
lidowano metode zaréwno
w przypadku probki moczu
hydrolizowanego, jak i niehy-
drolizowanego [32].
Separacja analitéw zosta-
ta osiagnieta na kolumnie
kapilarnej RTX-5MS (15 m x
0,25 mm x 0,25 pum), dozowa-
no 1 pl probki w trybie splitless
w temperaturze dozownika
270°C, przeptyw gazu no$nego
helu ustalono na 1,5 ml/min.
Pracowano w trybie jonizacji
elektronowej (El) przy ustalo-
nej temperaturze zrodta jonow
na poziomie 200°C [32].

W przypadku moczu podda-
nego hydrolizie, granica wy-
krywalnosci (LOD) oraz ozna-
czalnosdci (LOQ) ksztattowaty
sie odpowiednio na poziomie
2,5ng/mli8,5 ng/mldla kode-

iny; 5,2 ng/mli 15,1 ng/ml dla
morfiny. Dla moczu niezhy-
drolizowanego, LOD i LOQ wy-
niosty odpowiednio: 3,0 ng/
ml i 10,1 ng/ml dla kodeiny;
2,7 ng/ml i 8,1 ng/ml dla mor-
finy oraz 0,8 ng/mli 1,5 ng/ml
dla 6-mono-acetylo-morfiny.
We krwi granice wykrywalno-
$ci i oznaczalnosci okreslono
odpowiednio na poziomie:
0,44 ng/mli 1,46 ng/ml dla ko-
deiny; 0,29 ng/ml i 0,98 ng/ml
dla morfiny oraz 0,15 ng/ml
i 0,51 ng/ml dla 6-mono-ace-
tylo-morfiny [32].

Kodeina, 6-mono-acetylo-mor-
fina, morfina, kokaina, meta-
don, ekstazy (MDMA) oraz Eve
(MDE) byty oznaczane w préb-
kach wtoséw z wykorzystaniem
metody automatycznej ekstrak-
¢ji do fazy statej (SPE) i chroma-
tografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (GC/MS),
prowadzonej w trybie moni-
torowania wybranych jonéw
SIM. Analiza GC/MS wymaga
przeprowadzenia procesu de-
rywatyzacji propionylowania
z wykorzystaniem bezwod-
nika propionowego. Rozdziat
chromatograficzny uzyskano
na kolumnie DB5MS o para-
metrach 15 m x 0,25 mm x
0,25 pm. Dozowano w try-
bie splitless w temperaturze
270°C. Temperatura zrédta jo-
néw i interfejsu wynosita od-
powiednio 200°C i 280°C [31].
Granica wykrywalnosci ksztat-
towata sie na poziomie 0,05 ng/
mg dla opiatéw i MDE oraz 0,10
ng/mg dla MDMA; 0,15 ng/mg
dlakokainy oraz 0,20 ng/mgdla
metadonu. Natomiast odzyski
ekstrakgji ustalono pomiedzy
79 a 103%. Wartos¢ 103% uzy-
skano dla morfiny prawdopo-
dobnie w zwiagzku z niewielka
hydroliza 6-MAM [31].

W celu potwierdzenia stezen
zwigzkéw, ktére wystepuja
blisko granicy ,cut-off” (war-
tos¢ graniczna, ktérg stezenie
narkotyku musi przekroczy¢,
by wynik testu byt uwazany
za pozytywny), wystepowania
metabolitéw analizowanych
zwigzkow, wyeliminowania
mozliwosci btednej interpre-
tacji w zwigzku z zanieczysz-
czeniami zewnetrznymi,
oznaczenia powtorzono z wy-
korzystaniem GC/MS z anali-
zatorem masy typu putapka
jonowa w trybie pozytywnej
chemicznej jonizacji (GC/IT/
CI/MS). Jonizacja chemiczna
(CI) to metoda niepowodujaca
fragmentacji czasteczek, nale-
zy do tzw. tagodnej jonizacji
(jonizacji miekkiej). Zwiazki
chemiczne tworzace grupy
o stosunkowo niskim stosun-
ku masy do fadunku, lecz wy-
sokiej intensywnosci w joniza-
¢ji elektronowej, prowadza do
powstania jondw o wyzszym
przyczyniajac
sie do poprawy specyficznosci
w jonizacji chemicznej. Przykta-

stosunku m/z,

dowo metadon, tworzacy jon
0 masie m/z 72 w El, w Cl cha-
rakteryzuje sie dwoma jonami
o stosunkach m/z 310 i 265.
Rozdziat odbywat sie na kolum-
nie DB5MS 15 m x 0,25 mm X
0,25 pm, dozowano w trybie
splitless. Acetonitryl przyjeto za
gaz reakcyjny [31].

Prébki wioséw z gtowy byly
analizowane pod katem pie-
ciu stymulantéw derywatéw
fenyloalkiloaminy: amfetami-
ny (AP), metamfetaminy (MA),
3,4-metylenodioksymetamfe-
taminy (MDMA), 3,4-metyle-
nodioksy-amfetaminy (MDA)
i 3,4-metylenodioksy-N-etylo-
amfetaminy (MDEA), i dwéch
kannabinoidéw THC (tetra-
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hydrokannabinolu) i CBN
(kannabinolu) z wykorzysta-
niem chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometrig
mas z uzyciem monitorowania
wybranych jonéw SIM i w try-
bie jonizacji elektronowej
(GC/MS-EI). Procedura anali-
tyczna obejmuje nastepujace
kroki: ptukanie wtoséw przed
analiza w dichlorometanie,
trawienie alkaliczne w celu
ekstrakcji analitow z todygi
wtosa, ekstrakcja LLE kanna-
binoidéw, SPE i derywatyzacja
bezwodnikiem pentafluoro-
propionowym w przypadku
amfetamin. Wszystkie analizy
byly identyfikowane i ozna-
czane ilosciowo z wyjatkiem
kannabinolu (CBN), ktéry byt
tylko okreslony jakosciowo.
Kazdy z ekstraktow — dery-
watyzowany i niederywaty-
zowany - byt nastrzykiwany
w trybie splitless do uktadu
chromatograficznego wypo-
sazonego w kapilarng kolum-
ne 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm,
wypetniong 5% fenylomety-
losiloksanem. LOQ i LOD dla
grupy amfetamin ksztattowa-
ty sie na poziomie odpowied-
nio 0,2 ng/mg i 0,10 ng/mg;
dla THC 0,10 ng/mg i 0,05 ng/
mg; LOD dla CBN ustalono na
0,05 ng/mg [33].

Amfetamina, metamfeta-
mina, MDA, MDMA, kokaina,
benzoiloekgonina, norkokaina,
kokaetylen, kodeina, morfina,
6-acetylomorfina, oksykodon,
oksymorfon, hydrokodon, hy-
dromorfon, metadon, mepery-
dyna byly oznaczane w préb-
kach wtoséw z wykorzystaniem
SPE, a nastepnie HS-SPME-
-GCMS. Potaczenie dwéch
metod SPE i SPME umozliwito
ekstrakcje zwiagzkéw o cha-
rakterze zaréowno kwasowym
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jak i zasadowym, usuniecie
lipidow i biatek, a takze zredu-
kowanie szumu tfa. Zastoso-
wanie niepolarnego widkna
z PDMS dodatkowo zwiek-
szyto selektywnosc i przyczy-
nito sie do redukcji szumoéw
tta [34].

Ketony (hydromorfon, hydro-
kodon, oksymorfon i oksy-
kodon) s3 przeprowadzane
w oksymy za posrednictwem
metoksylaminy. Analiza keto-
néw bez konwersji skutkuje
bardzo niska czutosciag. W tym
przypadku LOD na poziomie
30 ng/mg wtoséw jest nieak-
ceptowalny. Wprowadzenie
dodatkowego procesu znacz-
nie zwiekszyto efektywnosc
analizy chromatograficznej,
czego potwierdzeniem bytfa
wartos¢ LOD - 0,2 ng/mg wto-
séw [34].

Zastosowano technike FA-
AST (FastAutomatedScan/SIM
Technique), pozwalajacg na
jednoczesne zbieranie danych
w trybie SCAN i SIM w poje-
dynczym przebiegu bez utraty
czutosci. Anality byly identy-
fikowane z uzyciem bibliote-
ki widm masowych w trybie
SCAN, a oznaczanie iloSciowe
odbywato sie w trybie SIM,
gwarantujagcym mniejsze szu-
my tla i fatwiejsza integracje
pikéw. Dodatkowo zastosowa-
nie dwoch odczynnikéw de-
rywatyzujacych BSTFA i MST-
FA z 1% TMCS zapewniato
znacznie lepszy ksztatt pikéw
dla wszystkich analitéw oraz
mniejszg wrazliwos¢ probki na
pozostatg wilgo¢, utrzymujaca
sie po odparowaniu rozpusz-
czalnika organicznego [34].
Wartosci odzyskow roznity sie
znacznie w zaleznosci od ro-
dzaju substancji i ksztattowaty
sie w granicach od 2 do 68%.
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Przyczyna tego moga by¢ roz-
maite czynniki. Jednym nich
jest wybo6r odpowiedniego
ekstrahenta. Narkotyki moga
by¢ ekstrahowane z probki
wtosow z wykorzystaniem:

- hydrolizy enzymatycznej,
charakteryzujacej sie dobrymi
odzyskami, lecz wymagajacej
uzycia tioli;

- kwaséw i zasad, lecz przy-
czyniajacej sie do hydrolizy
analitow;

- metanolu odpowiedniego
dla wielu lecz nie wszystkich
zwigzkow narkotycznych [34].
Ze wzgledu na fakt, iz prébki
wstepnie poddawane sg ana-
lizie metodag ELISA, do eks-
trakcji wybrano metanol jako
niezagrazajacy i nie wptywaja-
cy w istotny sposéb na prowa-
dzenie testu immunologicz-
nego [34].

Granica wykrywalnosci (LOD)
byta okreslona na poziomie
0,2 ng/mg wiosow dla amfe-
taminy, metamfetaminy, MDA,
MDMA, morfiny, kodeiny,
6-AM, oksykodonu, oksymor-
fonu, hydromorfonu, hydroko-
donu, meperydyny i 0,13 ng/
mg wioséw dla kokainy, ben-
zoiloekgoniny, kokaetylenu,
norkokainy i metadonu [34].
W toksykologii i kryminalisty-
ce analiza lekéw/narkotykow
w tkankach przed i po utrwa-
laniu w roztworze formaliny
stanowi istotng kwestie. Gdy
analizy toksykologiczne sg
wymagane po miesigcach lub
latach od czasu autops;ji, tylko
tkanki utrwalone formaling,
moga by¢ brane pod uwage
w tych analizach. Udowodnio-
no, iz niektodre leki czy narko-
tyki ulegaja dekompozycji lub
konwersji do innych zwiaz-
kow w roztworze formaliny
podczas utrwalania. Dlatego
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tez interpretacja otrzymanych
wynikow ilociowego oznacza-
nia analitbw wymaga szcze-
golnej ostroznosci w przy-
padku utrwalonych formaling
tkanek. Oznaczono poziomy
stezen zwigzkéw — chloropro-
mazyny, lewomepromazyny,
prometazyny, bromazepamu,
milnacipranu, metamfetaminy
i MDMA - w tkankach ludzkich
nerek i watroby, ktére zostaty
zebrane podczas przypadkéw
$miertelnych w czasie autopsji
z pozytywnym wynikiem na
obecnos¢ lekéw/narkotykow
w organizmie. Poszczegdlne
czesci tkanek zostaty utrwa-
lone w roztworze formaliny
na 1,3, 6 i 13 miesiecy. Tkanki
byty badane pod katem obec-
nosci zwigzkéw i zmian ich
stezen przed i po utrwaleniu
w formalinie z wykorzysta-
niem urzadzenia GC-MS, pra-
cujacego w trybie El, wyposa-
zonego w kapilarna kolumne
HP-5MS o parametrach 30 m x
0,25mmx0,25 um.Dozowanie
odbywato sie w trybie splitless
w temp. 250°C. Dla wszystkich
prébek przeprowadzono testy
potwierdzajace w trybie SCAN
w zakresie mas m/z od 40 do
550, natomiast oznaczenia
ilosciowe poparte sg analiza-
mi z uzyciem monitorowania
wybranych jonéw SIM. Roz-
twor otrzymany po zhomoge-
nizowaniu probek tkanek i po
odwirowaniu, srodek utrwala-
jacy czy roztwor standardowy
formaliny z dodatkami wzor-
cow wewnetrznych byty pod-
dawane procesowi ekstrakgji
LLE, nastepnie derywatyzacji
z uzyciem TFAA (bezwodnik
trifluorooctowy) [35].

Granica wykrywalnosci dla
wszystkich powyzszych zwigz-
kéw wynosita 0,03 pg/ml, z wy-

jatkiem bromazepamui MDMA
— dla ktérych wartosci uzyska-
no na poziomie 0,05 pg/ml.
Odzyski byty wyzsze niz 50%
z wyjatkiem lewomepromazy-
ny w nerce utrwalonej w roz-
tworze formaliny, gdzie war-
tos¢ ta byfa nieznacznie nizsza
niz 50% (48,3%). W utrwalo-
nych tkankach poziomy ste-
zen 5 zwiazkéw - chloropro-
mazyny,
prometazyny, bromazepamu
i milnacipranu - zmniejsza-

lewomepromazyny,

ty sie wraz z czasem trwania
Jakkolwiek,
zaobserwowano spadku za-

utrwalania. nie
wartosci powyzszych lekéw/
narkotykéw w roztworze for-
maliny wraz z wydtuzaniem
czasu przechowywania tkanek.
Ponadto, podczas utrwalania
tkanek watroby powstawaty
sulfotlenki chloropromazyny
i lewomepromazyny. Przy-
puszcza sie, ze S-oksydacja
chloropromazyny jest katali-
zowana przez ludzkie mikroso-
my watrobowe, gtéwnie przez
cytochrom P-450 3A. Lecz en-
zym ten nie jest aktywowany
w utrwalonych tkankach, su-
gerujac, ze zjawisko to moze
by¢ zwigzane z chemiczna
denaturacja/degradacja. Cho-
ciaz sulfotlenki reprezentuja
pojedyncza grupe mozliwych
derywatow (np. przypuszcza
sie, ze chloropromazyna po-
siada 168 potencjalnych me-
tabolitow)
jako niezwykle istotne anality
w ustalaniu obecnosci lekéw/
narkotykow nawet w przy-

rozpatrywane sa

padku, gdy lek/narkotyk ma-
cierzysty jest niewykrywany.
Obecnos¢ tych derywatéw
moze odzwierciedla¢ przed-
$miertng ekspozycje lub spo-
zycie leku pierwotnego. Zaob-
serwowano, ze stezenie leku



macierzystego - chloropro-
mazyny lub lewomepromazy-
ny — byto wyzsze w 13. anizeli
w 6. miesigcu. Poniewaz for-
malina jest silnym reduktorem,
szczegolnie w obecnoscizasad,
utworzone sulfotlenki moga
by¢ na powrét konwertowa-
ne do pierwotnych zwigzkow
podczas procesu utrwalania
w roztworze formaliny. Zjawi-
sko moze by¢ rowniez zwiaza-
ne z wykorzystaniem tkanek,
ktorych wiasciwosci nie sg zu-
petnie homogeniczne. Nie wy-
kryto metamfetaminy i MDMA
w zadnym punkcie niezaleznie
od czasu trwania utrwalania
i rodzaju tkanki [35].

W celu oceny ekspozycji na
narkotyki in utero, w ostatnim
czasie wprowadza sie analizy
innych niz mocz czy osocze,
matryc biologicznych, m.in.
na szerokg skale i z powo-
dzeniem wykorzystywane sg
witosy ptodowe i smotka, ktdre
odzwierciedlajg chroniczne
uzywanie narkotykéw po-
czawszy od odpowiednio dru-
giego i trzeciego trymestru
cigzy. Ponadto alternatywa
dla analiz moczu i krwi moga
by¢ badania tozyska, ktére
w przypadku przerwania cigzy
jest materiatem odrzucanym.
Tworzenie tozyska ludzkiego
zostaje zakonczone w 4 mie-
sigcu cigzy. Niektore badania
in vitro wskazuja, iz tkanka
tozyska moze odgrywac role
swoistego magazynu dla le-
kéw w zaleznosci od powino-
wactwa analitow do tkanki,
majac zdolnos¢ kierowania
substancji chemicznych ze
strony ptodowej do macierzy-
stej, chronigc w ten sposéb
ptéd przed wysokim steze-
niem ksenobiotykow. W wyni-
ku tego estry etylowe kwaséw

ttuszczowych (FAEE) - bio-
markery spozywania alkoholu
przez kobiety ciezarne - nie sg
transportowane do ptodu, po-
niewaz sg one magazynowa-
ne, a nastepnie w znacznym
stopniu degradowane przez
tozysko ludzkie [36].
Opracowano analityczng me-
tode symultanicznego ozna-
czania ilosciowego gtéwnych
narkotykéw w fozysku ludzkim
z wykorzystaniem ekstrak-
¢ji SPE, derywatyzacji MSTFA
i techniki GC/MS. Probki byty
dozowane w trybie splitless,
a separacje analitéw przepro-
wadzano z uzyciem kapilarnej
kolumny 5% fenylo-95%-di-
metylopolisiloksanowej ZB-5
o parametrach 15 m x 0,25 mm
x 0,25 um. Dozownik i i inter-
fejs pracowat w temperaturze
280°C. Spektrometr mas pra-
cowat w trybie jonizacji elektro-
nowej. Metoda zostata zasto-
sowana do oceny przenikania
narkotykéw przez tozysko u ko-
biet w cigzy, ktére dobrowolnie
zdecydowaly sie na przerwanie
Cigzy podczas pierwszego try-
mestru cigzy [36].

Zakres stezen ksztatto-
wat sie na poziomie 5-500
ng/g dla amfetaminy, me-
tamfetaminy, MDMA, me-
tadonu, kokainy, benzo-
iloekgoniny, kokaetylenu,
morfiny, 11-nor-9-karboksy-
-delta-9-tetrahydrokannabi-
nolu, nikotyny i kontyniny.
Uzyskano odzyski na pozio-
mie 36,2-83,7% [35].

Whioski

Zazywanie narkotykéw, ich
sprzedaz i dystrybucja wciaz
ro$nie w krajach Unii Europej-
skiej. Liczba nowych substan-
¢ji psychoaktywnych i dopala-
czy mnozy sie w zaskakujacym

tempie. Coraz czesciej ofiara-
mi niebezpiecznych skutkow
narkotykow padaja mtodzi
ludzie w wieku szkolnym lub
studenci. Ich identyfikacja
i rozpoznaniem w organizmie
cztowieka zajmuje sie krymi-
nalistyka, faczaca ze sobg takie
dziedziny nauki jak: biologia,
fizyka, analityka chemiczna jak
i sama chemia. Rozmaite tech-
niki analityczne, w tym testy
immunologiczne (lA), chro-
matografia gazowa (GC) i cie-
czowa (LC), sa wykorzystywa-
ne do oznaczania narkotykow
w matrycach biologicznych.
Sposréd nich na szczegdlng
uwage zastuguje chromato-
grafia gazowa, ktora jest po-
wszechnie uzywana w testach
na obecno$¢ narkotykéw ze
wzgledu na tatwos¢ obstugi,
wysoka skutecznos¢ separacji
oraz selektywnosc¢ i duza czu-
tos¢. Uzycie chromatografii
gazowej sprzezonej ze spek-
trometrig mas w trybie moni-
torowania wybranych jonéw
SIM pozwala na otrzymanie
wynikéw z wysoka wiarygod-
noscig. Najbardziej popular-
nymi probkami biologicznymi
w oznaczaniu narkotykéw sa
mocz, wtosy, $lina oraz pot.
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