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WSTEP

Niebezpieczne wlasciwosci kwasu y-hydroksymastowego (GHB) oraz wzrost jego
rozpowszechnienia na nielegalnym rynku narzucaja konieczno$¢ opracowania szyb-
kich i wiarygodnych metod wykrywania i oznaczania tego zwiazku (16). Metody te
powinny takze umozliwia¢ rozdzielenie mieszaniny GHB i towarzyszacego mu czgsto
laktonu (GBL) oraz przeprowadzenie identyfikacji obu substancji.

Obecnie brak jest dostatecznie czutych, prostych i specyficznych testéw barwnych
umozliwiajacych przeprowadzenie wstgpnej analizy na obecno$¢ kwasu w warunkach
polowych i laboratoryjnych, a standardowe testy barwne stosowane powszechnie we
wstegpnej analizie substancji narkotycznych tj. testy Marquis’a i Simona nie daja cha-
rakterystycznel reakcji barwngj z GHB i jego laktonem. Niedawno zaproponowano
(10,15) jedynie cztery testy barwne o sktadzie: 5 % roztwor chlorku Zelazowego, na-
sycony roztwor dwuchromianu potasu, roztwor azotanu kobaltu, uktad tolu-
en/tiocyjanian kobaltu. Trzy pierwsze odczynniki daja reakcje barwna z GHB a czwar-
ty z GBL, jednak duza liczba zwiazkow chemicznych (m. in. alkohole, jony chlorko-
we) wywotuje podobne reakcje barwne. Ponadto czynnosci wstepne i wykonanie ana
lizy sa do$¢ skomplikowane a wyniki, zwlaszcza przy nizszych stgzeniach oznacza-
nych substancji, nie w pelni miarodajne.

Lepsza selektywno$cia wzgledem GHB charakteryzuja si¢ zaproponowane przez
Andera 1 wspotprac. (1) testy mikrokrystaliczne wykorzystujace azotan miedzi i azo-
tan srebra. Jednak i w tym przypadku czuto$¢ analizy nie jest dostateczna.

Do oznaczania kwasu GHB i laktonu stosowano réznorodne metody instrumental-
ne, m. in. chromatografi¢ gazowa z detekcja FID (8), ECD (4) a takze sprzgzong z
detektorem masowym (7,13). Dla wzglednie czystych probek, charakteryzujacych sieg
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duzym stezeniem GBL, GHB i je%o soli sodowej stosowano spektrofotometri¢ w pod-
czerwieni (FTIR) oraz weglowy (“°C NMR) i protonowy (*H NMR) rezonans magne-
tyczny (11). Metoda ta pozwala ustali¢ lub potwierdzi¢ strukture zwiazku, ale wymaga
uzycia czystych substancji. Do analizy GHB stosowano rowniez HPLC z detekcja UV
oraz MS (14). Powaznym ograniczeniem w tym przypadku jest niski wspotczynnik
absorpcji GHB w nadfiolecie, co wptywa niekorzystnie na poziom detekcji tej sub-
stancji w ptynach ustrojowych.

Ogolnie mozna powiedzieé, ze przy analizie GHB i GBL stosuje si¢ zwykle dwa
schematy postgpowania. Pierwszy polega na ilosciowym przeksztatceniu kwasu GHB
w GBL w $rodowisku kwasnym, wykonaniu ekstrakcji ciecz-ciecz i oznaczeniu GBL za
pomoca odpowiedniej techniki instrumentalnej (17). Druga opiera si¢ na izolacji GHB,
ktory w postaci pochodnej disililowej oznacza sie¢ metoda GC-FID lub GC-MS (5).
Stosujac technike SIM z monitorowaniem jonéw m/e 233, 234 i 235 oraz standard we-
wngtrzny, deuterowany kwas GHB (y-GHB-dg), oznaczano st¢zenie GHB w moczu w
zakresie od 5 do 6100 pg/ml. Opublikowano réwniez metody wykorzystujace w przygo-
towaniu probki technike SPE (Solid Phase Extraction) (9) oraz SPME (Solid Phase
Microextraction). Metoda SPME-GC/MS umozliwita analiz¢ GHB w moczu przy
stezeniu rzedu nanogramow na mililitr (LOQ=200 ng/ml) (2). Alternatywa dla technik
ekstrakcyjnych jest technika head-space, ktora w potaczeniu z analiza GC-FID i GC-MS
pozwolita na oznaczenie GHB w moczu i krwi w zakresie stezen od 1 do 1000 pg/ml (8).

W niniejszej pracy przedstawiono metodyke rozdziatu i identyfikacji y-butyrolaktonu,
kwasu y-hydroksymastowego (GHB) oraz jego a- i (- hydroksyregicizomerow t.j.
kwasu a-hydroksymastowego i -hydroksymastowego.

0] OH 0 0
OH Mo H OH
OH OH
kwas y-hydroksymastowy kwas B-hydroksymastowy kwas a-hydroksymastowy

Ryc. 1. Wzory strukturalne regioizomerow kwasu hydroksymastowego.

Zastosowano chromatografie gazowa z detekcja FID (Flame Ionization Detektor)
i detekcja MS. W oparciu o uzyskane wyniki zaproponowano ogolny schemat poste-
powania z probka materiatu ciektego lub stalego mogacego zawiera¢ GBL oraz GHB,
zardbwno w postaci wolnej, jak i soli sodowej. Opracowana metodyke testowano na
probkach symulujacych materiat z dystrybucji nielegalnej. Przedstawiono réwniez
wynik jako$ciowej analizy moczu zawierajacego kwas y-hydroksymastowy w stezeniu
50 pg/ml.

MATERIAL I METODY

Wzorcei odczynniki

W?zorce soli sodowych kwasu a-hydroksymastowego (AHB) i 3-hydroksymastowego
(BHB) pochodzity z firmy Aldrich. y-butyrolakton pochodzit z firmy Sigma Chemi-
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cals. Analityczna probke soli sodowej kwasu y-hydroksymastowego otrzymano w
reakcji hydrolizy zasadowej laktonu tego kwasu i oczyszczano ja przez dwukrotng
krystalizacje z bezwodnego etanolu. Strukture otrzymanego zwiazku potwierdzono
metoda spektrometrii mas (MS) oraz spektrofotometrii w podczerwieni (FTIR).

Odczynnik do derywatyzacji, Silyl 991 (BSA/TMCS), zakupiono w firmie Mache-
ry-Nagel, Germany. Pozostale zwiazki chemiczne pochodzity z firm Sigma Chemicals
oraz Fluka i uzywane byly bez dodatkowego oczyszczania.

Przygotowanie probek do analizy

Roztwor GHB w popularnym napoju orzezwiajacym otrzymano rozpuszczajac 300
mg soli sodowej GHB w 10 ml napojul.

Mocz zawierajacy GHB w stez. 50 pg/ml otrzymano rozpuszczajac odpowiednig
ilos¢ soli sodowej kwasu GHB w moczu zdrowej osoby.

Derywatyzacja odczynnikiem silanujacym Silyl 991: do nawazek po 0,5 mg soli
sodowej kwasu a-, - i y-hydroksymastowego dodano 0,5 ml suchej pirydyny i 0,5 ml
odczynnika Silyl 991, a nastepnie ogrzewano w temperaturze 80°C przez 30 min.
Otrzymany roztwor, po ochtodzeniu, uzywano do analizy GC-FID i GC-MS.

Probke moczu (2 ml) zakwaszono do pH 4, ekstrahowano uktadem octan etylu-
izopropanol 5:1. Po odwirowaniu, ekstrakt organiczny ostroznie odparowano w temp.
pokojowej w strumieniu azotu do objetosci kilkunastu mikrolitrow. Pozostato$¢ pod-
dano derywatyzacji i analizowano metoda GC-MS.

Aparatura

Pomiary widm IR przeprowadzono na spektrometrze podczerwieni z transformacja
Fouriera firmy BRUKER (Niemcy), model IFS 113v z przystawka mikroskopowa.
Substancj¢ wzorcowa lub probke badang naktadano na krysztat KRS-5 (transmigja) i
mierzono widmo w podczerwieni w zakresie 4000 — 600 cm™ z rozdzielczoscia 4 cm™.
W celu dobrego usrednienia szumow zbierano 64 skany.

Probke ciekta po naniesieniu na KRS-5 odparowywano w strumieniu gazu obojgt-
nego w temperaturze pokojowej. Sucha pozostatos¢, bezposrednio na krysztale zada-
wano acetonem w celu wyodrebnienia poszczegdlnych substancji. Probke stata po
analizie FTIR uzywano po derywatyzacji do badan GC-MSi GC-FID.

Rozdzial pochodnych mieszaniny regioizomeréw kwasu hydroksymastowego oraz
analiz¢ ekstraktu moczu wykonano na chromatografie gazowym HP 6890 sprzezonym
z detektorem masowym HP 5973. Temperatura komory nastrzykowej wynosita 250°C.
Gazem nos$nym byt hel, objetos¢ przeptywu wynosita 0,6 ml/min. Rejestracje catkowi-
tego pradu jonowego prowadzono w zakresie mas od 40 do 400 amu. Analiz¢ w opcji
SIM (ekstrakt moczu) prowadzono monitorujac jony 117, 147 i 233. Temperature
pieca programowano nastgpujaco: poczatkowa temperature, 50°C utrzymywano przez
1 minute, nastepnie podwyzszano o 10°C/min do temperatury 290°C, ktéra utrzymy-
wano przez 3 minuty. Analiz¢ wzorcow prowadzono w opcji nastrzyku split 1:20, a
ekstraktu moczu — w opcji nastrzyku splitless. Objetos¢ nastrzyku V=0,4 pl. Rozdziat
wykonywano na kolumnie kapilarngj BP-1, 25 m x 0,22 mm x 0,25 pm. Analizg prob-
ki napoju orzezwiajacego wykonano na chromatografie gazowym HP 5890 seria II,
wyposazonym w detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID). Temperatura komory na
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strzykowej wynosita 250°C, a detektora 280°C. Uzywano kolumny kapilarngj OV-1,
25 m 0,32 mm x 0,5 pm. Opcja nastrzyku: split 1:10, objetos¢ nastrzyku V=0,5 pl.
Program temperaturowy zastosowano identyczny, jak w przypadku analizy GC-MS.

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Metoda produkcji kwasu y-hydroksymastowego polega na reakcji hydrolizy lakto-
nu tego kwasu (y-butyrolaktonu) w $rodowisku zasadowym. Pochodzacy z nielegalne-
go zrodta, Zle oczyszczony produkt koficowy moze zawiera¢ nieprzereagowany lakton
i nadmiar zasady lub kwasu stuzacego do zobojgtniania. Nalezy podkresli¢, ze w
skrajnych przypadkach, gdy odczyn roztworu bedzie znaczaco réznit si¢ od pH 7,
spozycie produktu moze prowadzi¢ do poparzenia jamy ustnej, przetyku oraz uszko-
dzen §luzowki zotadka.

Kwasy karboksylowe wykazuja duza tendencje¢ do adsorpcji nieodwracalnej na ko-
lumnie chromatograficznej, a takze ulegaja czesto dekarboksylacji w temperaturze
panujacej w komorze nastrzykowej. W przypadku GHB wysoka temperatura powodu-
je, ze ulega on czgSciowo wewnatrzczasteczkowej estryfikacji przechodzac w
y-butyrolakton.

O O
- H,0
OH = >
+H,0 O
OH

Ryc. 2. Reakcja wewnqtrzczqsteczkowej estryfikacji kwasu yFhydroksymastowego do jego laktonu.

Poniewaz nielegalnie produkowany GHB, obok szeregu innych zanieczyszczen,
zawiera czesto nieprzereagowany lakton, nie mozna stwierdzi¢, czy jego obecno$é
wynika z nieprawidtowo prowadzonej syntezy, czy tez jest wynikiem tworzenia si¢
tego zwiazku podczas analizy metoda chromatografii gazowe;.

Aby ustali¢, czy podczas zaproponowanych warunkow analizy GHB tworzy sig
GBL, wykonano ekstrakcj¢ wolnego kwasu GHB z zakwaszonego roztworu wodnego
do rozpuszczalnika aprotonowego i ekstrakt poddano badaniu metoda GC-MS,
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Ryc. 3. Chromatogram GC-MS ekstraktu kwasnego wodnego roztworu soli sodowej GHB.
Oznaczenia: (1) GBL; (2) GHB.

W ekstrakcie stwierdzono obecno$¢ GHB (t,=8,0 min) oraz GBL (t=4,8 min).
Obecno$¢ laktonu wskazuje, ze powstaje on w trakcie analizy chromatograficznej lub
na etapie ekstrakcji. Kwasny odczyn Srodowiska sprzyja procesowi wewnatrzcza-
steczkowej estryfikacji GHB do laktonu. Ksztalt piku GHB $wiadczy, Ze ulega on
silng adsorpcji na kolumnie kapilarngj. Podczas prowadzone w identycznych warun-
kach ekstrakcji GBL z fazy wodnej nie rejestruje si¢ obecnosci GHB.
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Ryc. 4. Chromatogram GC-MS mieszaniny disililowych pochodnych regioizomeréw kwasu
hydroksymastowego. Oznaczenia: (1) kwas a-hydroksymastowy (AHB), (2) kwas [-hydro-
ksymastowy (BHB), (3) kwas yhydroksymastowy (GHB).

Na ryc.4 przedstawiono wynik analizy GC-MS pochodnych disillilowych kwasu
a-, B- i y-hydroksymastowego (AHB, BHB i GHB).

Reakcja derywatyzacji hydroksykwasow uktadem reagentéw BSA/TMCS (1 %) w
pirydynie zachodzi ilo§ciowo w ciagu 20 min, a otrzymane pochodne posiadaja bardzo
dobre wiasciwosci chromatograficzne. Sa one stabilne przez okoto 24 godzin i w za-
stosowanych warunkach chromatograficznych ulegaja pelnemu rozdziatowi.
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Ryc. 5. Widma masowe (EI=70 eV) disililowych izomerow kwasu hydroksymastowego. Ozna-
czenia: (A) AHB, (B) BHB, (C) GHB.<
Na ryc.5 przedstawiono widma M S pochodnych trzech hydroksykwasdw. Charak-
teryzuja si¢ one obecnoscia niewielkiego piku molekularnego m/e 248. Widmo GHB
odréznia si¢ od widma BHB brakiem piku o wartosci m/e 191. Pochodna kwasu a-
hydroksymastowego charakteryzuje si¢, w odr6znieniu od GHB i BHB intensywnym
pikiem o wartosci m/e 131 (tzw. base peak). Wyrazne ré6znice w widmach masowych, a
ponadto rozne wartosci czasu retencji podczas analizy chromatograficznej, umozliwiaja
jednoznaczna identyfikacjeg trzech regioizomeréw kwasu hydroksymastowego.
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Widmo masowe laktonu kwasu y-hydroksymastowego charakteryzuje si¢ obecno-
$cig pikoéw o innych warto$ciach m/e, co pozwala na jednoznaczne odréznienie go od

pochodnych kwasowych.
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Ryc. 6. Widma MS (A) i IR (B) laktonu kwasu y-hydroksymastowego.

Regioizomery a i 3 mozna zaproponowa¢ jako wzorce wewngtrzne w oznaczaniu
ilosciowym metoda GC lub HPLC probek GHB pochodzacych z nielegalnego rynku.
Natomiast przy analizie GHB w probkach krwi i moczu nie mozna uzy¢ jako wzorca
wewngetrznego kwasu B-hydroksymastowego, gdyz powstaje on in vivo, a jego steze-
nie jest u os6b dotknigtych cukrzyca (12) oraz naduzywajacych alkoholu znacznie
podwyzszone (6). Moze by¢ natomiast uzyty do tego celu AHB, ktory moze zastapié
bardzo droga pochodna deuterowa (y-GHB-dg).

Przystawka mikroskopowa spektrofotometru w podczerwieni umozliwia wykona-
nie widm odbiciowych i transmisyjnych. Jej uzycie znacznie przyspiesza i ulatwia
wykonanie analizy, gdyz nie wymaga pracochlonnego przygotowywania pastylek
KBr. Oznaczana substancj¢ mierzy si¢ bezposrednio na lusterku (odbicie) lub na
krysztale KRS-5 (transmisja). Poniewaz mikroskop umozliwia obserwacj¢ wizualng z
powigkszeniem 150-krotnym, mozliwe jest wybranie optymalnego miejsca probki do
uzyskania widma. Pozwala to na prace z probkami stanowiacymi mieszaniny. Analiza
FTIR na lusterku lub krysztale KRS-5 nie powoduje destrukcji probki, ktora mozna
uzy¢ do dalszych badan, np. metoda GC-MS, TLC lub NMR.
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Ryc. 7. Widma w podczerwieni (IR) soli sodowych regioizomeréw kwasu hydromastowego. Ozna-
czenia: (A) AHB-Na, (B) BHB-Na, (C) GHB-Na.

Ryc. 7 przedstawia widma IR soli sodowych kwasbw a-, 1[3 i y-hydroksymastowych.
W widmie soli sodowej GHB widoczne jest przy 1557 cm~ silne asymetryczne drga-
nie jonu karboksylowego CO™. Pasmo polozone przy 1451 cm™ pochodzi od nozyco-
wych drgan grup metylenowych sasiadujacych z jonem karboksylowym, a pasmo
potozone przy 1419 cm™* moze by¢ przypisane do naktadajacych si¢ zginajacych drgan
O-H i drgan rozciagajacych anionu karboksylowego. Pasmo potozone przy 1016 cm™
mozna przypisac¢ do rozciagajacych drgan C-O alkoholi pierwszorzedowych. W zakre-
sie od ok. 2960 do ok. 2800 cm™™ obserwuje si¢ pasma pochodzace od drgan rozciagaja-
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cych C-H, natomiast pasmo przy 3317 cm™* pochodzi od drgan rozciagajacych O-H (11).

Wykonujac seri¢ pomiarowa dla soli sodowych kwaséw AHB, BHB i GHB obser-
wowano zmiang potozenia drgania rozciagajacego O-H w kierunku mnigjszych czg-
stosci. Taki efekt moze by¢ spowodowany powstawaniem wewnatrzczasteczkowego
Wiazania wodorowego. Obserwowane przesunigcie asymetrycznego drgania Cco? z
potozenia 1557 cm™ (561 sodowa kwasu GHB) do polozenia 1609 cm™ dla analogicz-
nej soli kwasu AHB moze by¢ spowodowane obecnoscia elektroujemnego atomu tlenu
bezposrednio w sasiedztwie grupy CO2

W widmie GBL uzyskanym w tych samych warunkach obserwuje si¢ polozone
przy 1772 cm'* silne pasmo drgan rozciagajacych grupy karbonylowej i pasmo drgan
grupy C-O potozone przy 1169 cm™ (ryc.6).

GHB wystepuje na rynku narkotykowym jako sol sodowa w postaci czystej lub
zawierajacej roznorodne domieszki. Nalezy si¢ liczy¢ z mozliwo$cia napotkania pre-
paratéow w innej formie, np. roztwordow soli sodowej w wodzie lub napojach chtodza-
cych. Uproszczone procedury syntezy stosowane w nielegalnych laboratoriach prowa-
dza do otrzymania roztwordow soli sodowej GHB, ktorej nie wydziela si¢ do postaci
statej. Otrzymane w ten sposob preparaty moga zawiera¢, oprocz docelowego produk-
tu, takze rozne ilosci jego prekursora — GBL.

Metodyka analizy obejmujaca procedure przygotowania probki oraz stosowane
metody instrumentalne — FTIR, GC-M S oraz GC-FID powinny uwzglednia¢ wszystkie
przedstawione wyzej czynniki.

Po wykonaniu serii analiz modelowych probek zawierajacych roézne stezenia soli
sodowej GHB oraz jego laktonu w réznorodnych matrycach ciektych i statych zapro-
ponowano ogolny schemat post¢gpowania (ryc. 8).

Probka stata Iub ciekla poddawana jest wstgpnej analizie metoda FTIR, ktora
wskazuje na obecno§¢ GHB—Na, GBL Iub obu sktadnikéw razem. Na tym etapie ana-
lizy otrzymuje si¢ réwniez informacj¢ dotyczaca ewentualnej obecnos$ci innych sub-
stancji i srodkow o wlasciwosciach psychotropowych lub odurzajacych. Stata pozosta-
to$¢ po analizie FTIR (dla probek ciektych) lub probke pierwotna (jesli byta w postaci
statej) poddaje si¢ derywatyzacji odczynnikiem silanizujacym i badaniu metoda GC-
MS lub GC-FID, ktére potwierdza lub wyklucza obecnos¢ GHB. W celu potwierdze-
nia obecno$ci GBL w prébce cieklej, rozciencza si¢ ja woda w stosunku 1:10,
a nastepnie ekstrahuje rozpuszczalnikiem aprotonowym (np. chloroform, octan etylu)
i analizuje ekstrakt metoda GC-MS lub GC-FID.
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PROBKA STALA

LUB CIEKLA
GBL? GHB?
FT-IR
Rozcienczanie
Woda 1:10, pH=7
Ekstrakcja
GC-MS GC-MS
Widmo IR
Widmo MS

dane retencji

Analiza danych
dyskusja wynikéw

GHB GBL GHB+GBL

Ryc. 8. Schemat postepowania analitycznego.

Na ryc. 9 przedstawiono wyniki analizy probki popularnego napoju orzezwiajace-
go zawierajacego GHB-Na w ilosci 30 mg/ml. Widmo IR (B) zawiera bardzo dobrze
wyksztalcone pasma soli kwasu GHB na tle sygnatéw matrycy sktadajacej si¢ z sacha-
rozy i substancji smakowych. Obecnos¢ GHB potwierdzono rowniez metoda GC-FID

(A).
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Ryc. 9. Wyniki analizy GC-FID (A4) i FTIR (B) popularnego napoju chtodzqcego, zawierajqcego
GHB-Na w stezeniu 30 mg/ml. Oznaczenia na chromatogramie: (1) pochodna disililowa GHB,
(2) pochodna sililowa sacharozy.

Na ryc. 10 przedstawiono wynik analizy moczu zawierajacego kwas y-hydroksymastowy
w stezeniu ok. 50 pg/ml. Mocz po zakwaszeniu do pH 4 poddano ekstrakcji typu
ciecz-ciecz, a ekstrakt po odparowaniu i derywatyzacji analizowano metoda GC-MS.
Rejestrujac chromatogram zastosowano technikg¢ monitorowania catkowitego pradu
jonowego (TIC) oraz technike SIM.

W pierwszym przypadku (A) interpretacja jest utrudniona ze wzgledu na bardzo
liczne piki matrycy moczu, w sktad ktorej wchodza m. in. pochodne kwasow karbo-
ksylowych. Zgodnie z oczekiwaniem, technika SIM (B) umozliwita czgsciowe ,,00-
rzucenie” tta, lepsza separacje piku disililowej pochodnej GHB od sygnalow matrycy i
uzyskanie znacznie lepszego stosunku sygnal/szum dla piku kwasu.
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Ryc. 10. Wynik analizy moczu zawierajqcego GHB w stez. ok. 50 ug/ml. Oznaczenia: (A)
Chromatogram catkowitego prqdu jonowego (TIC), (B) chromatogram SIM, 1 — pik GHB.

STRESZCZENIE

Kwas y-hydroksymastowy (GHB) i jego lakton (GBL) sa groznymi substancjami
psychoaktywnymi, ktore w ostatnich latach zyskuja wzrastajaca popularno$¢ na ame-
rykaniskim i europejskim rynku narkotykowym. Jedyna wystarczajaco czula i selek-
tywna metoda rozdzielenia i identyfikacji tych narkotykéw w materiale biologicznym
jest chromatografia gazowa potaczona ze spektrometria masowa (GC/MS), a w pew-
nych warunkach réwniez spektrometria w podczerwieni (FTIR). W naszej pracy za
stosowano te metody derywatyzujac badane zwiazki w pierwszym etapie analizy
chromatograficznej za pomoca odczynnika sililujacego (Silyl 991) oraz uzywajac
kolumny kapilarne BP1, 25 m x 0,22 mm x 0,225 pm. Efektywnos$¢ proponowanego
postgpowania sprawdzono poddajac analizie mieszaning GHB i GBL w napoju orzez-
wiajacym 1 w moczu.

Stowa Kkluczowe: kwas y-hydroksymastowy (GHB), y-hydroksybutyrolakton (GBL),
chromatrografia gazowa (GC), spektrometria masowa (MS), FTIR, derywatyzacja.
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