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Sazetak

Psihoaktivne tvari su spojevi koji konzumacijom utjeu na djelovanje centralnog
ziv€anog sustava, ilegalne su, odnosno njihovo posjedovanje i konzumacija su zakonom
zabranjeni (uz iznimke). Svrha provodenja analiza nad takvim supstancama je dokazivanje
odnosno opovrgavanje postojanja psihoaktivnih komponenti u uzorcima zbog provodenja
zakona, ili zbog dokazivanja mogucih toksikoloskih trovanja organizma.

Kromatografske tehnike su vrlo Siroko primjenjivane tehnike analize tvari.
Omogucavaju separaciju tvari na temelju razli¢itih brzina kretanja komponenti kroz sustav
pokretne i nepokretne faze. RazliCite kromatografske tehnike imaju razlicita obiljezja. U
kombinaciji s raznim detektorima, kromatografijom se omogucava kvalitativna i
kvantitativna analiza iznimno $irokog spektra uzoraka.

Upotreba kromatografskih metoda u analizi psihoaktivnih komponenti Cesto se
primjenjuje zbog jednostavnosti, brzine i relativno niske cijene te pokazuje izvrsne rezultate.
Najveci uspjeh ostvaruje se zadovoljavaju¢om analizom uzoraka nepoznatog sastava koji se
najcesce i pojavljuju prilikom analize droga.

U ovom radu ¢e biti dan pregled najceS¢ih droga (psihoaktivnih tvari) i

kromatografskih tehnika upotrebljavanih za njihovu analizu.

Kljuéne rijeci: psihoaktivne tvari, droga, kromatografija



Summary

Psychoactive substances are compounds which affect function of central nervous
system after consumption. They are illegal and their possession and consumption are
prohibited by law (with minor exceptions). The analyses of such substances are performed
in order to prove or suppress the existence of psychoactive components in samples or to prove
possible toxicological poisoning of the organism.

Chromatographic techniques are very widely applied analytical techniques. They
allow separation of matter based on different components-movement through the stationary
phase. Different types of chromatography have different characteristics. In combination with
various detectors, the chromatography allows qualitative and quantitative description of the
sample, making chromatography suitable for analysis of a wide range of analytical samples.

The use of chromatographic methods in the analysis of psychoactive components is
often applied due to simplicity, speed and relatively low analysis-cost; yet at the same time
it provides excellent results. Also, chromatography can analyse samples of unknown
composition that are most commonly found in drug analysis.

This paper provides a review of the most common drugs (psychoactive substances)

and chromatographic techniques used for their analysis.

Keywords: psychoactive substances, drugs, chromatography
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1. Uvod

Drogama se nazivaju tvari ¢ija se stimulativna djelovanja zloupotrebljavaju te nerijetko
stvaraju teske ovisnosti. Sukladno tome, njihovo posjedovanje i koristenje je zakonom
zabranjeno?, osim u iznimnim situacijama. Mnoge droge su nekada ne samo bile na slobodnom
trziStu nego i promovirane kao izrazito korisne od strane prehrambene i farmaceutske industrije.
Negativan trend se razvio zbog zlouporabe farmaceutskih proizvoda kao §to su npr. heroin,
kokain ili amfetamini $to je vodilo povecanju zakonskih ogranienja i zabrana, ali i postupnom
usponu ilegalne industrije.

Vecina droga spada u samo nekoliko farmakoloskih skupina: stimulansi centralnog
ziv€anog sustava (psihoaktivne tvari), narkotici, analgetici, halucinogene tvari i hipnotici.
Najvise ih je prirodnog (biljnog) ili polusintetskog podrijetla (npr. kanabis, kokain, heroin),
medutim najveée probleme uzrokuju danas ,,moderne*, potpuno sintetske droge (npr. ecstasy,
razni kanabinoidi).?

Psihoaktivne tvari se zbog toga i analiziraju, kako bi se dokazalo njihovo postojanje u
uzorcima te poduzele potrebne zakonske mjere. Uzorci za analizu su najéeS$ce u izvornom
obliku u kojem se i zaplijene od osobe (tablete, prasci, biljke) ili su bioloskog podrijetla (uzorci
urina, krvi, kose). Uzorak je potrebno kvalitativno i kvantitativno odrediti. Vrsta analize ovisi

o podrijetlu samog uzorka, no najéesée se provode kromatografske analize.>*



2. Psihoaktivne tvari

Psihoaktivne tvari kemijski su spojevi koji u bioloskom organizmu djeluju na centralni
Ziv€ani sustav i mijenjaju mozdane funkcije Sto rezultira priviemenim promjenama percepcije,
raspoloZenja, svijesti i ponasanja.> Mnoge od ovih tvari uzrokuju tesku psihicku i fizicku
ovisnost, te nerijetko rezultiraju zlouporabom. U ovom odjeljku obradit ¢e se neke od

psihoaktivnih tvari koje se naj¢esce susrecu u praksi.

21 MDMA

MDMA je sintetski spoj, droga poznata kao glavna aktivna komponenta ectasy tableta.
MDMA je kratica za 3,4-metilendioksi-metamfetamin (C11Hi1sNO2, M = 193,2 g/mol)®, derivat
je amfetamina i ¢lan grupe supstituiranih prstenastih feniletilamina. Rijetko se nalazi u ¢istom
obliku (prozirno ulje netopivo u vodi), najéescée je u obliku klorovodicnih i fosfatnih soli (bijeli
prah ili kristal topiv u vodi). Analizom na masenom spektrometru pokazuje ograni¢enu
strukturu s glavnim pikom kod m/z= 58 i sporednim pikovima kod m/z = 135 i 77. Primjenom
plinske kromatografije, granica za detekciju MDMA u krvnoj plazmi je 1,6 ppb, a u urinu 47
ppb. Uz aktivhu komponentu MDMA, ecstasy tablete sadrze i razna punila, kao §to Su npr.

laktoza, kofein i druga veziva u manjoj koli¢ini.’

Y.

Slika 1. Strukturna formula MDMA

lako je prvotna namjena MDMA bila medicinska, terapijska upotreba je iznimno
ograni¢ena i vrlo rijetka.8® Ilegalna MDMA se najée$ée nalazi u obliku tableta koje sadrze
karakteristi¢an utisak (logo) ili u obliku praha te se konzumira oralno. Utjee na centralni
ziv€ani sustav kao stimulans te blagi halucinogen, stvara osjecaj viSka energije, euforije i
suosjecanja prema drugima te iskrivljuje percepciju osjetila 1 vremena. Negativni ucinci

konzumacije su tjelesna iscrpljenost, usporena koordinacija pokreta, dekoncentracija,



glavobolja, poremecaj spavanja, mu¢nina pra¢ena povracanjem, mamurluk koji moze potrajati

danima i koji je obi¢no praéen jakom depresijom.*

2.2 Kokain

Kokain je prirodni spoj koji se proizvodi od lis¢a biljke koke porijeklom iz Juzne
Amerike. Nalazi se u obliku soli klorovodi¢ne kiseline te kao takav ima ograni¢enu medicinsku
upotrebu kao anestetik. Crack je oblik kokaina koji se obraduje kako bi se dobio Kkristal koji se
moze konzumirati puSenjem. Kristal se zagrijava pri ¢emu proizvodi pare koje se apsorbiraju u
plu¢ima te tako dospijevaju u krvotok. Kokain u obliku praha se ili inhalira kroz nos
(uSmrkava), gdje se apsorbira kroz tkivo nosa, ili se otapa u vodi i ubrizgava u krvotok.
Konzumiranjem izaziva osjecaj kratkotrajne euforije, energije i pricljivosti uz dodatne
potencijalno opasne fizicke efekte poput ubrzanih otkucaja srca i poja¢anog krvnog pritiska.!
Razli¢iti nacini konzumiranja kokaina mogu izazvati razli¢ite nuspojave. Jedna od posljedica
dugotrajnog i redovitog konzumiranja vecih koli¢ina kokaina je i1 karakteristicna paranoidna

psihoza kod gotovo svih korisnika.'©
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Slika 2. Strukturna formula kokaina.

Kokain je po svojem kemijskom sastavu metil ester benzoilekgonina (C17H2:NOQg,
M = 303,4 g/mol).® Klorovodi¢na sol kokaina je prasak bijele boje, a kada se pojavljuje kao
crack, nalazi se u obliku prozirnih kamencica, tj. kristala. Analizom na masenom spektrometru
glavni pikovi su kod m/z =82, 182, 83, 105, 303, 77, 94 1 96. Primjenom plinske kromatografije,
granica za detekciju kokaina u krvi je 20 ppb. Najcesce primjese su fenacetin, benzokain,

kofein, paracetamol i $ecer u prahu.’



2.3 Heroin

Heroin je sirovi pripravak morfina. Prirodni je spoj koji se nalazi u opijumu - suhim
sjemenkama odredenih vrsta biljke maka. Morfin (morfij) je narkotik koji se koristi u medicini
za smanjenje osjeta boli. Heroin se moze ubrizgati, inhalirati uSmrkavanjem ili se moze pusiti.
Sva tri na¢ina dovode drogu veoma brzo do mozga Sto stvara velik zdravstveni rizik, ali i veliku
vjerojatnost da osoba postane ovisnik. Kako dolazi do mozga, heroin se ponovno pretvara u
morfin koji se veze na stanice poznate kao opioidni receptori koji kontroliraju automatske
procese nuzne za zivot, kao $to je krvni pritisak, uzbudenje i disanje.'° lzaziva analgeziju,
osjecaj pospanosti, euforiju i osjecaj ,izvantjelesnog“. Neki od negativnih ucinaka su:
poteskoée s disanjem, slabost i muénina, usporenost probavnog sustava i pothladenost.” Heroin
je droga koja izaziva teSku ovisnost te se povezuje s najveéim brojem slucajnih predoziranja i

otrovanja.?
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Slika 3. Strukturna formula heroina

Heroin je derivat morfina, diacetilmorfin (C21H2sNOs, M = 369,4 g/mol).® Najcesce se
pojavljuje u obliku ciste baze koja je prah smede boje netopiv u vodi, ali topiv u organskim
otapalima. Moze se pronaci i u obliku soli klorovodi¢ne kiseline koja je prah bijele boje topiv
u vodi, ali netopiv u organskim otapalima. Analizom na masenom spektrometru pokazuje
glavne pikove kod m/z = 327, 43, 369, 268, 310, 42, 215 i 204. Primjenom plinske
kromatografije, granica za detekciju heroina u krvi je 100 ppb. Najces¢e primjese su kofein,

paracetamol i benzodiazepin diazepam.’



2.4 Kanabis i sintetski kanabinoidi

Kanabis (marihuana) je prirodni proizvod, biljka (konoplja) koja je Siroko
rasprostranjena te raste u prirodnim i tropskim podrué¢jima. Biljni kanabis se javlja u razli¢itim
oblicima kao suho li§¢e, cvijet, stabljika i sjemenka iz biljke konoplje. Kanabis smola (hasis) je
koncentrirana kruta tvar od smolastih dijelova biljke, a kanabisovo ulje je gust, viskozan
ekstrakt otopine kanabisa.” Gotovo uvijek se konzumira pusenjem, ¢esto pomijesan s duhanom

u ru¢no motanim cigaretama zvanim dzoint ili u lulama (bongovima).

Slika 4. Strukturna formula THC-a

Glavna psihoaktivna komponenta marihuane je dronabinol, poznat pod imenom
tetrahidrokanabinol: THC (C21H3002, M = 314,4 g/mol).® Biljka marihuane je dvodomna, tj.
razlikujemo muske i Zenske jedinke. THC je u najvecoj mjeri koncentriran u cvjetovima zenskih
biljaka, dok ga u listovima i muskim biljkama ima vrlo malo, a stabljike i sjemenke ga gotovo
uopée ne sadrze. THC utjeCe na specificne molekule u mozdanim stanicama (kanabinoidni
receptori) koje utjeCu na osjecaj ugode, pamcenje, razmisljanje, koncentraciju, percepciju
osjetila i vremena i koordinirane pokrete. Pojaava budnost ziv€anog sustava te uzrokuje
osje¢aj uzbudenja (high). Postoje tvrdnje o razli¢itim terapeutskim ucincima®®141516 3
Dronabinol (Marinol) je licencirani lijek u nekim zemljama za lijeCenje mu¢nine uzrokovane
kemoterapijom.1’18

Iako su 1 sami listovi kanabisa vrlo karakteristi¢nog izgleda, kanabis 1 hasi§ se mogu
lako identificirati mikroskopskim promatranjem gdje se uocavaju dlacice kristalnog sjaja te

glandularni trihomi, dlacice s kuglicom na vrhu koje daju i karakteristiCan miris. Analizom na



masenom spektrometru THC pokazuje glavne pikove kod m/z = 299, 231, 314, 43, 41, 295, 55
i 271. Primjenom plinske kromatografije, granica detekcije THC-a u krvi je 0,3 ppb.’
Sinteticki kanabinoidi su funkcionalno sli¢ni THC-u, medutim mnogi od njih strukturno
nisu uopée povezani s klasi¢nim kanabinoidnim spojevima.'® Najdesce se pripravljena otopina
kanabinoida dodaje mjesavini trava (rasprsivanjem) te se konzumira pusenjem. Djelovanje na
organizam je isto kao i kod konzumiranja marihuane, no neke od smjesa djeluju mnogo jace.’
O njihovoj toksikologiji i farmakologiji se vrlo malo zna zbog toga $to je sastav sintetskih
mjeSavina vrlo razli¢it te Cesto nepoznat. Uglavnom se detektiraju plinskom kromatografijom,
ali identifikacija i kvantifikacija ovise o dostupnosti Cistih referentnih uzoraka. Jos uvijek nije

razvijena metoda kojom bi se detektirala veéina sintetskih kanabinoida.?

2.5 Benzodiazepinski lijekovi

Benzodiazepini su skupina lijekova koji se koriste u medicini za lijeCenje depresije,
anksioznosti, nesanice te pani¢nih poremecaja. Sinteticki su spojevi koji se obi¢no nalaze u
obliku tableta, kapsula ili otopina za injekciju. Na centralni ziv¢ani sustav djeluju sedativno,
uzrokujuéi smirenje, opustanje misi¢a i pospanost.” Glavna razlika izmedu benzodiazepina i
sli¢nih lijekova za neurotske poremecaje (npr. barbiturata) je ta da anksioliticki u¢inak pocinje

odmah.

Cl =N

Slika 5. Strukturna formula diazepama



lako smanjuju osjec¢aj uznemirenosti (anksioznosti), negativni ucinci konzumacije
benzodiazepinskih lijekova su dnevna sedacija, pospanost, osteéenje motorne koordinacije,
kognitivni uéinci, a nakon dugotrajne primjene (visSe od 10 dana) i tolerancija na ucinke
benzodiazepina te ovisnost. Benzodiazepini se ¢esto zloupotrebljavaju sami ili u kombinaciji s
drugim (psihoaktivnim) tvarima. Razlog tome je i njihova relativno niska cijena kod dilera
droga.?!

Diazepam je derivat benzodiazepina koji se najCeS¢e koristi 1 susreée u praksi
(C16H13CIN20, M = 284,8 g/mol).® Nerijetko se nalazi i kao primjesa kod ostalih droga. Pri
analizi na masenom spektrometru pokazuje glavni pik kod m/z = 256 dok su sporedni pikovi
kod m/z = 283, 284, 285, 257, 255, 258 i 286. Primjenom plinske kromatografije u kombinaciji
s masenim spektrometrom postize se granica detekcije diazepama u krvi u rasponu 0,2-20 ppb,

dok kod HPLC analize u urinu i krvnoj plazmi ona iznosi 2 ppb.’



3. Kromatografija

Kromatografija je Siroko primjenjivana metoda za odjeljivanje, identifikaciju i
kvantitativno odredivanje kemijskih spojeva u smjesama?. To je tehnika u kojoj se komponente
smjese odjeljuju na temelju razlicitih brzina Kretanja kroz sustav uslijed razlicitih vremena
boravka na nepokretnoj, odnosno u pokretnoj fazi. Kromatografski sustav tako ¢ine nepokretna
i pokretna faza te ispitivana tvar (analit) koja je tijekom kromatografskog procesa u dinamickoj

ravnotezi izmedu pokretne i nepokretne faze.?®
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Slika 6. Prikaz kromatografskog procesa

Prema obliku nepokretne faze razlikujemo ploSnu kromatografiju, gdje je nepokretna
faza tanki sloj nanesen na inertnu podlogu (tankoslojna kromatografija, TLC) ili poseban papir
(papirna kromatografija, PC), te kolonsku kromatografiju gdje je nepokretna faza gusto
pakirana u stupcu tj. koloni. Ovisno o sastavu pokretne faze razlikujemo plinsku kromatografiju
(nosa¢ je inertni plin), teku¢insku kromatografiju (nosa¢ je kapljevina male viskoznosti) i
kromatografiju pri superkriticnim uvjetima (nosac je plin, fluid iznad svoje kriticne temperature
i tlaka).

S obzirom na ravnotezu izmedu pokretne i nepokretne faze, kromatografija se dijeli na:
razdjelnu kromatografiju, gdje su obje faze fluidi (nepokretna faza je kapljevina vezana na

inertni ¢vrsti nosac); adsorpcijsku kromatografiju, gdje je nepokretna faza ¢vrsta, a pokretna



faza fluid; afinitetnu kromatografiju kod koje se na povrsini Cvrste faze nalaze razliite
funkcionalne skupine s definiranim prostornim rasporedom, a do vezanja dolazi zbog
specifi¢nih interakcija molekula; kromatografiju iskljuc¢enjem, gdje nepokretna faza veli¢inom
pora propusta ili iskljucuje tvar; te ionsku kromatografiju koja omogucava razdvajanje iona i

polarnih molekula.?
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Slika 7. Prikaz razdvajanja dviju hipotetskih komponenti A i B kromatografijom na stupcu

Slika 7 prikazuje tipi¢no razdvajanje dviju komponenti kromatografijom na stupcu
(koloni). Otapalo, odnosno pokretna faza, Cesto nazivana eluensom, nosi uzorak preko
nepokretne faze. Proces u kojem eluens ispire komponente uzorka s nepokretne faze naziva se
elucijom. Kolona se sastoji od uske cijevi u kojoj se nalazi sitni, gusto pakiran, ¢vrsti, inertni
nosac¢ (punilo) na ¢ijoj povrSini se nalazi nepokretna faza. Nakon §to se uzorak unese u kolonu,

njegove komponente se prolaskom kroz kolonu raspodjeljuju izmedu pokretne i nepokretne



faze uz nastojanje da uspostave ravnotezu raspodjele izmedu pokretne i nepokretne faze.

Ravnoteza koju pokusavaju postici definirana je Nernstovim zakonom raspodjele:

K=t ®

gdje su [A]n 1 [A]e ravnoteZzne koncentracije komponente A u nepokretnoj, N, odnosno
pokretnoj, P, fazi. No, kako je kolona dinamican sustav, spomenuto ravnotezno stanje se nikad
u potpunosti ne postigne. Dodavanjem eluensa, otopljeni se uzorak postepeno pomice kroz

kolonu uz daljnje razdvajanje ostalih komponenti.
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Slika 8. Sirenje kromatografskih zona hipotetskih komponenti A i B ovisno o vremenu
boravka u koloni (t1 i t2); udaljenost izmedu komponenti se povecava kako komponente

putuju kroz kolonu, no takoder dolazi i do dodatnog Sirenja zone.

Komponente uzorka kre¢u se samo dok su u pokretnoj fazi, pa je zato prosje¢na brzina
kojom se pojedina komponenta krece kroz kolonu ovisna 0 vremenu kojeg ista provede u
pokretnoj fazi. Vrijeme koje komponenta provede u koloni naziva se vremenom zadrzavanja i
to je duze $to komponenta ima jaci afinitet prema nepokretnoj fazi. Zbog razlicitih putova kroz
kolonu, neke komponente imaju viSe ili manje prilika biti zadrzane na nepokretnoj fazi (s
obzirom na prosjek) zbog cega uzduz kolone dolazi do njihove raspodjele pa nastaju
kromatografske vrpce ili zone. Koncentracijska raspodjela komponente unutar njene zone
najcesce se pretpostavlja Gaussovom raspodjelom (slika 8), no u realnim uzorcima to ¢esto nije
slu¢aj ve¢ imamo odstupanja od simetri¢nosti, odnosno tzv. pruzanje ili povlacenje pikova. Na
izlaz iz kolone se najcesce postavlja detektor, Ciji odziv ovisi o koncentraciji komponente u
analiziranom uzorku, a biljezi se kao funkcija vremena. Kao odziv dobiva se niz vise ili manje
simetri¢nih elucijskih krivulja, odnosno pikova, poput onih prikazanih na slici 7, koji se

nazivaju kromatogramima. Kromatogram je primjenjiv i za kvalitativnu i za kvantitativnu
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analizu. Naime, polozaj pika u vremenu moze posluziti za identifikaciju komponente, a iz
povrsine ispod pika ili njegove visine moze se izracunati koli¢ina svake odijeljene komponente
uzorka. lzostanak pika neke tvari s kromatograma sigurno potvrduje njenu odsutnost u
analiziranoj smjesi (ili je tvar prisutna u koncentracijama manjim od praga osjetljivosti
primijenjene metode).

Na brzinu odjeljivanja zona eluiranih komponenti te na njihovo S$irenje utjece vise
kemijskih i fizikalnih veli¢ina poput spomenutog afiniteta komponenata uzorka prema
nepokretnoj fazi, brzine gibanja komponenata, veli¢ina i poroznosti punila, temperature, duljine
kolone i jakosti eluensa. Odjeljivanje se moze poboljsati optimiranjem onih veli¢ina koje ili
povecéavaju brzinu odjeljivanja zona ili smanjuju brzinu njihova $irenja, $to se pak ostvaruje
mijenjanjem eksperimentalnih uvjeta u koloni. Uvjeti se optimiraju sve dok se ne postigne
zadovoljavaju¢e odjeljivanje komponenti uz minimalni utrosak vremena. Kao Kriterij

optimizacije najcesce se koristi parametar razlucivanja, Rs, koji se definira kao:

R, = 2t ~tus) @)

Wi, + Wq,
pri ¢emu su tr1 1 tr2 vremena zadrzavanja dviju susjedno eluiranih komponenti, a Wg1 | Wg2
Sirine njihovih kromatografskih zona.

Moderni instrumenti za provedbu kromatografskih analiza nazivaju se kromatografima.

Kromatografija je s vremenom postala metodom koja ima apsolutnu prednost nad
ostalim metodama kada je rije¢ o odjeljivanju kemijski srodnih spojeva. Osim toga,
kromatografska se analiza moZe primijeniti za kvalitativno dokazivanje i kvantitativno
odredivanje odijeljenih kemijskih spojeva. Uvelike se primjenjuje pri utvrdivanju prisutnosti ili
odsutnosti neke komponente u smjesi poznatog sastava.

U sljede¢im odjeljcima poblize ¢e se opisati kromatografske tehnike i detektori koje se

najcesce susrecu U analizi psihoaktivnih tvari.

3.1 Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC, engl. High Performance
Liquid Chromatography) je vjerojatno najsire upotrebljavana kromatografska tehnika. Obje
faze, pokretna i nepokretna, utjecu na separaciju komponenata, a moguce je i koristenje vrlo
Sirokog spektra tvari za pokretnu i nepokretnu fazu. Pokretna faza je tekuc¢ina, a ovisno o

ravnotezi medu fazama, odnosno ovisno o vrsti nepokretne faze razlikujemo: razdjelnu,
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adsorpcijsku, ionsku kromatografiju i kromatografiju iskljuenjem. Nazivom tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti zeli se naglasiti razlika prvotnih, klasicnih, metoda
primjene tekucéinske kromatografije i modernih postupaka koji koriste znatno sloZenije sustave

i uredaje.?

Pt o

UZORAK

UREDAJ ZA
A n ,| OBRADU
PUMPA i [JF—> DETEKTOR PODATAKA
HPLC
SPREMNIK S KOLONA 3
OTAPALOM
OTPAD

Slika 9. Shema HPLC kromatografa

Slika 9 prikazuje osnovne dijelove tipicnog HPLC sustava. Sustav se sastoji od jednog
ili vise spremnika za otapala, visokotlatne pumpe, injektora koji sluzi za ubrizgavanje uzorka
u struju pokretne faze, kromatografske kolone na kojoj dolazi do razdvajanja komponenti,
detektora te uredaja koji obraduje na detektoru ocitane podatke (racunalo).

U spremnicima se nalazi otapalo (pokretna faza). Najjednostavnije je kada se koristi
samo jedno otapalo. Medutim ¢esto se bolji kromatogram dobije elucijom uz upotrebu dva ili
vise sustava otapala. Pri upotrebi vise otapala razlikujemo izokratnu eluciju, gdje se za vrijeme
elucije koristi konstantan omjer izabranih otapala, te gradijentnu eluciju, gdje se omjer otapala
programirano mijenja s vremenom. Pumpe kojima se postizu visoki tlakovi, jedan su od
najvaznijih dijelova uredaja. Vrlo visoki tlakovi primjenjuju se kako bi se postigle dovoljne
brzine protoka, Sto zahtijeva vrlo izdrZljivu i skupu opremu. Zahtjevi koje pumpe moraju
zadovoljiti vrlo su strogi: tlakovi do 400 bara, izlaz bez pulsiranja tlaka, brzine protoka 0,1-10
mL/min, reproducibilnost protoka vec¢a od 99,5 %, te otpornost na mogucu koroziju izazvanu
razli¢itim otapalima.?? Cesto se Uz pumpe, u sustavu nalazi i oprema za uklanjanje otopljenih
plinova (engl. degasser), jer spomenuti plinovi mogu utjecati na rezultate analize (smanjenje
efikasnosti kolone uslijed nastanka plinskih dzepova, Sumovi na detektoru...).

UnosSenje uzorka u sustav se odvija ponekad kroz elastiénu membranu, tzv. septum, §to
se Gesto primjenjuje zbog jednostavnosti.??> No kako taj nadin nije osobito reproducibilan, u

novije se vrijeme najcesce primjenjuje injektorski ventil uz koji se nalazi vise izmjenjivih petlji
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(slika 10). Petlja u ventilu se prvo puni uzorkom (tzv. injektorska petlja), nakon cega se
zakretanjem ventila tok otapala dovodi na injektorsku petlju ¢ime se uzorak injektira u kolonu.?
Prije unosenja u kolonu, uzorak je potrebno otopiti u pokretnoj fazi, a ako to nije moguce, onda
se koristi otapalo Sto sli¢nije pokretnoj fazi.

OTAPALO |
DOVOD OTAPALO DOVOD UZORAK

PREMA OTAPALA
KOLONI

OTAPALA PREMA

KOLONI
A C

DOVOD DOVOD
UZORKA OTPAD UZORKA OTPAD

a) b)

Slika 10. Shematski prikaz injektorskog ventila; a) punjenje petlje uzorkom, b) injektiranje

Suvremene HPLC kolone najéesce su izradene od ¢eliénih cijevi, iako se ponekad, uz
niske tlakove, upotrebljavaju i staklene cijevi debljih stijenki.?? Kolone se razlikuju u
dimenzijama: promjer varira izmedu 4 i 10 mm, najéesce se susrece promjer od 4,6 mm, dok
su duljine kolona od 3 do 25 cm. Punjene su poroznim punilima promjera 3-10 um, a kao punilo
najc¢eS¢e se upotrebljava silikagel. Upotrebljavaju se i punila koja sadrze glinicu, porozne
polimere i ionske izmjenjivace. U zadnje vrijeme se ¢esto mogu pronaci i mikrokolone duljine
3-10 cm te promjera 0,2-1 mm. Takve kolone pokazuju visoku efikasnost, poveéanu osjetljivost
uz smanjenu upotrebu otapala te u konacnici nizu cijenu.?

Za HPLC ne postoji univerzalni sustav detektora ve¢ se on odabire ovisno o prirodi
komponenta. Oni koji se najéesce upotrebljavaju temelje se na apsorpciji ultraljubicastog (UV),
infracrvenog (IR) ili vidljiva (VIS) zradenja. Cesto se upotrebljavaju i detektori koji mjere
promjene u indeksu loma otapala prouzroCene prisutnoséu molekula komponenti, ili maseni

spektrometri. Nesto vise o detektorima biti ¢e objasnjeno u poglavlju 3.3.
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3.2 Tankoslojna kromatografija

Tankoslojna kromatografija (TLC, engl. Thin Layer Chromatography) vrsta je plosne
kromatografije, gdje je nepokretna faza tanki sloj nanesen na inertnu podlogu (plo¢icu). Kako
se kao pokretna faza moze koristiti samo tekuc¢ina, TLC se moze promatrati kao vrsta
tekucinske kromatografije. Aparatura za TLC mnogo je jednostavnija i jeftinija od one za HPLC
analize, pa se TLC nerijetko koristi za pripremu, tj. optimiranje uvjeta HPLC separacije.

TLC separacije se najcesce provode na staklenoj plocici, iako se upotrebljavaju i plocice
od plastike ili aluminija. Kao nepokretna faza najcesce se koristi silikagel (u 90% slucajeva),
kojem se dodaju punila (do 15% udjela) kako bi se proizveo stabilniji sloj koji se ¢vr§¢e prima
za plocicu. NajéeSc¢a punila koja se pojavljuju su kalcijev sulfat i polivinil alkohol (PVA).
Veli¢ine Cestica adsorbensa krecu uglavnom izmedu 10 i 40 pm. Sukladno HPLC analizi,
postoji i HPTLC analiza, tj. tankoslojna kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High
Performance Thin Layer Chromatography), gdje se koristi veli¢ina ¢estica adsorbensa 5-6 um.
Iako HPTLC pokazuje izrazito visoke uéinkovitosti, klasi¢na TLC analiza ipak se vise koristi.?

Uzorak se na plo¢icu nanosi tankom kapilarom ili mikropipetom, prislanjanjem iste na
plocicu, i to tako da zauzme S$to manju povrSinu. Time se smanjuje moguénost Sirenja
kromatografske zone te povecava uéinkovitost separacije. Moguée je uzorak nanijeti na isto
mjesto viSe puta (sa susenjem plocice izmedu ponavljanja), kako bi se povecala koli¢ina uzorka
za separaciju, a zadrzala mala povrSina koju uzorak zauzima. Potrebno je paziti da se prilikom
aplikacije uzorka ne oSteti nepokretna faza. Mjesto nanosenja uzorka najcesce je 1-2 cm od
ruba plocice.?? Plo¢icu je prije stavljanja u pokretnu fazu potrebno osusiti, kako bi otapalo u
potpunosti isparilo. Za razliku od standardne tekucinske kromatografije, otapalo koje se koristi
za uzorak ne mora biti isto otapalo kao i1 pokretna faza, niti sli¢no pokretnoj fazi.

Razvijanje ploCice zapravo predstavlja razvijanje kromatograma: uzorak biva noSen
pokretnom fazom preko plocice tj. preko nepokretne faze. Otapalo, tj. pokretna faza, se preko
nepokretne krece kapilarnim silama. Nakon Sto se na plocicu nanese uzorak, ona se stavlja u
zatvoreni spremnik (najcesce stakleni), kako bi se, koliko je to moguce, uspostavila ravnoteza
izmedu otapala 1 njegovih para, te kako bi se stanje sustava S§to je viSe moguce priblizilo
ravnoteznom. Trajanje razvijanja je najces¢e oko 30 minuta. Plocica se jednim dijelom uroni u
otapalo tako da pocetna fronta otapala ne dodiruje liniju na koju je nanesen uzorak te se
spremnik zatvori. Takav sustav se ostavlja u mirovanju sve dok fronta otapala ne prijede

otprilike dvije tre¢ine plocice, ili koliko je ve¢ potrebno za ostvarivanje zadovoljavajuceg
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razdvajanja. Nakon toga plocica se vadi iz spremnika te se ostavlja da se osusi kako bi isparilo
otapalo te ostale samo viSe ili manje razdvojene komponente.

Detekcija komponenti moZe se provoditi na nekoliko na¢ina. U vecini sluCajeva
komponente uzorka nisu vidljive golim okom, tj. u dijelu vidljivog spektra svjetlosti. Ukoliko
neka od komponenata fluorescira, moze se detektirati promatranjem pod UV lampom. Najcesce
se plocica posprica prikladnim reagensom koji u reakciji s komponentama daje obojenje

vidljivo oku. Postoje popisi reagensa za vizualizaciju odredenih tvari.?®
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Slika 11. Shematski prikaz TLC plo¢ice nakon razvijanja analiziranog uzorka.

Na slici 11 prikazana je TLC plo¢ica nakon razvijanja nekog hipotetskog uzorka. Pored
nepoznatog uzorka naneseni su standardi cetiriju tvari: A, B, C i D. Pomocéu njih,
usporedivanjem dobivenih zona, mozemo odrediti nalazi li se u uzorku neka od spomenutih
cetirijju tvari. Ovakav nacin detekcije sluzi za kvalitativno odredivanje. S kromatograma
prikazanog na slici 11 mozemo vidjeti da se nepoznati uzorak sastoji od komponente C i D zbog

podudaranja dobivenih kromatografskih zona (razdvojenih mrlja).
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Osim usporedbe sa standardom, komponenta se moze odrediti i ovisno o obojenju nakon
Spricanja ploCice sa otopinom za vizualizaciju. Veéinom se kvalitativno odredivanje
komponenti provodi mjerenjem Rs vrijednosti. Rs predstavlja omjer udaljenosti od linije na koju
je nanesen uzorak (pocetna linija) do sredine detektirane mrlje komponente te udaljenosti od
linije uzorka do zavr$ne fronte otapala. Za hipotetsku komponentu C sa slike 11, Rt vrijednost
bi se primjerice definirala kao:

X2

Rfc = S5 ©)

Iako se TLC najcesce koristi za kvalitativnu analizu, kvantitativna analiza se moze
provoditi vizualnim usporedivanjem veli¢ine pojedine mrlje sa jednim ili vise standarda
poznatih koncentracija: odrede se wvelicine mrlja te se crta kalibracijska krivulja
koncentracija/veli¢ina koja pomaze kvantificiranju komponente. Nerijetko se ploCica
fotografira, te obraduje naprednim kompjuterskim programima i prevodi u uobifajen
kromatografski prikaz s pikovima.?3

TLC je manualna tehnika. Njene glavne prednosti su jednostavnost i niska cijena,
mogucnost analize viSe uzoraka na jednoj plo€ici te relativno brza analiza. Medutim, neki od
nedostataka su nemoguénost kontrole protoka pokretne faze, nepredvidivost i nepreciznost
kvantitativne analize. Kako bi se smanjila mogucnost pogreske te povecala reproducibilnost
rezultata, svaki od pojedinac¢nih koraka provedbe TLC analize nastoji se automatizirati
(nanoSenje uzorka, automatizirani spremnik za razvijanje kromatograma, skeniranje podataka,

obradivanje podataka).

3.3 Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (GC, engl. Gas Chromatography) primjenjuje se za analizu
uzoraka koji su pri radnim uvjetima u plinovitom stanju. Pokretna faza je inertni plin koji eluira
komponente smjese iz kolone napunjene nepokretnom fazom. Za razliku od tekuéinske, u
plinskoj kromatografiji komponente ne reagiraju s pokretnom fazom, pa zbog toga brzina
kretanja kroz kolonu ne ovisi o kemijskoj strukturi pokretne faze. Nepokretna faza moze biti
Cvrsta tvar velike specificne povrSine (plinska adsorpcijska kromatografija) ili fluid vezan
kemijski/adsorpcijom na inertni nosa¢ (plinska vezana faza ili plinsko tekucinska-

kromatografija). Primjena plinske adsorpcijske kromatografije ograniena je na plinovite
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spojeve male molekulske mase (npr. ugljikov oksid, kisik, dusik i ugljikovodici) jer se polarnije
komponente vise zadrzavaju na ¢vrstoj povrsini, §to najéesée suzuje primjenu ¢vrstih punila u
plinskoj kromatografiji.??> Zbog toga plinsko-teku¢inska kromatografija ima najveéu primjenu

te ¢e se 0 njoj ovdje nesto vise reci.

INJEKTOR
Y UZORKA
REGULATOR 4/\./\__
PROTOKA
M UREDAJ ZA OBRADU
IS<] PODATAKA
» OTPAD
KOLONA \
DETEKTOR

DOVOD PLINA TERMOSTATIRANI
NOSITELJA PROSTOR

Slika 12. Shema plinskog kromatografa?®

Slika 12 prikazuje osnovne dijelove plinskog kromatografa. Uzorak je kroz kolonu
nosen plinom nositeljem, koji mora biti kemijski inertan i prema komponentama uzorka i prema
punilu. Najcesce se upotrebljavaju helij, dusik i vodik. Plin nositelj mora biti izrazito velike
gistoce jer mu je jedini zadatak nosenje komponenata kroz kolonu.® Na dovod plina postavljaju
se regulatori tlaka, ventili i mjeraci protoka, a ¢esto 1 molekularna sita koja sluze za uklanjanje
vode i ostalih necisto¢a. U kolonu se u vrlo kratkom vremenu (trenutno) unosi mala koli¢ina
uzorka, kako bi se smanjila moguénost Sirenja zone eluirane komponente. Tekuci se uzorak
naj¢eS¢e unosi kroz silikonsku membranu u zagrijani dio uredaja smjesSten na vrhu kolone.
Mjesto na kojem se unosi uzorak grije se otprilike na 50 °C iznad temperature vreliSta najmanje
hlapive komponente, kako bi za vrijeme unosenja u kolonu uzorak trenuta¢no ispario. Plinoviti
uzorci se unose pomocu plinskih (dozirnih) ventila, dok se ¢vrsti uzorci najée$ée unose nakon
otapanja u pogodnom otapalu.??

Za plinsku kromatografiju koriste se kolone s punilima ili kapilarne kolone. Kapilarne
kolone, za razliku od kolona s punilima, imaju nepokretnu fazu nanesenu na stjenke kolone.
Kolone su uglavnom izradene su od staklenih, metalnih (&elik, bakar, aluminij) ili teflonskih

cijevi, kapilarne i od kvarca, uobi¢ajene duljine 2-3 m za punjene i 10-100 m za kapilarne, te
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unutarnjeg promjera 2-4 mm za punjene i 0,1-1 mm za kapilarne kolone. Kolona je smjestena
u termostatiranom prostoru te je za precizan rad potrebno temperaturu odrzavati u granicama
nekoliko desetinki stupnja. Da bi se mogla smjestiti u termostatirani prostor, kolona mora biti
savijena u obliku spirale. U njih se stavlja jednoliko, sitnozrno punilo ili ¢vrsti nosa¢ na koji je
nanesen tanki sloj nepokretne tekucée faze. Za izradu ¢vrstih nosaca najcesce se upotrebljavaju
posebno obradene prirodne dijatomejske zemije.

Vecina detektora koji se koriste u plinsko-tekué¢inskoj kromatografiji su osmisljeni
isklju¢ivo za tu upotrebu. Moraju pokazati brz odziv na male promjene koncentracije
komponenata tijekom njihove elucije iz kolone jer one nisu vecée od nekoliko promila (nerijetko
¢ak 1 manje od toga). Takoder, vrijeme prolaska pika kroz detektor najcesce iznosi 1 s (ili
manje), pa je u tom vremenu potrebno prikazati potpun odziv. Naj¢esce se upotrebljavaju:
detektor toplinske vodljivosti (TCD, engl. Thermal Conductivity Detector; temelji se na
promjenama toplinske vodljivosti struje plina nositelja koja nastaje zbog prisutnosti
komponente), plamenoionizacijski detektor (FID, engl. Flame lonization Detector; radi na
principu ionizacije u plamenu vodik/zrak) i detektor apsorpcije elektrona (ECD, engl. Electron
Capture Detector; struja elektrona nekog beta emitera ionizira plin nositelj te se u prisutnosti
komponente struja smanjuje).?22 Plinski kromatografi desto se povezuju sa spektroskopskim i
elektrokemijskim tehnikama analize ¢ije kombinacije pruzaju velike mogucnosti za odredivanje
komponenti pojedinih smjesa jer je plinska kromatografija sama po sebi dosta ograni¢ena po

pitanju kvalitativne analize. Osobito bih ovdje istaknula masenu spektrometriju.

3.4 Detektori

Kromatografija bez detekcije je isklju¢ivo separacijska tehnika. Zbog uvodenja
identifikacijskih moguénosti, na kromatografske uredaje se vezu razni detektori. Ovdje Ce se

spomenuti neki od naj¢esée primjenjivanih.

3.4.1 Elektrokemijski detektor

Djelovanje elektrokemijskog detektora (ED) temelji se na mjerenju neke elektri¢ne
veli¢ine, npr. struje, otpora, napona ili naboja, koja je izravno proporcionalna koncentraciji
komponente u wuzorku. Tako su metode elektrokemijske detekcije amperometrija,

konduktometrija, voltametrija, kulometrija ili potenciometrija. Amperometrijski detektori se
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najéesce spajaju s HPLC kromatografima.?” Amperometrijska detekcija zasniva se na mjerenju
jakosti struje elektrokemijske (redoks) reakcije na elektrodama. Koristi se detektorska celija s
tri elektrode: radnom, referentnom i protuelektrodom. Referentna elektroda ima stalni kemijski
potencijal (npr. srebrna, kalomel, ugljikova elektroda) te se izmedu nje 1 radne elektrode
uspostavi razlika potencijala zbog ¢ega na radnoj elektrodi dolazi do elektrokemijske reakcije.
Jakost struje elektrokemijske reakcije predstavlja signal detektora koji je proporcionalan
koncentraciji komponente.?* Elektrokemijske metode detekcije pruzaju vrlo veliku osjetljivost
i selektivnost te su kao takve izrazito korisne za detekciju vrlo niskih koncentracija

komponenata u uzorcima.

3.4.2 Detektor s nizom dioda

Detektor s nizom dioda (DAD, engl. Diode Array Detector) temelji se na osvjetljivanju
uzorka polikromatskim zra¢enjem (naj¢e$ce iz deuterijeve lampe), pri ¢emu dolazi do
interakcije svjetlosti s uzorkom te apsorbancije zracenja. Nakon toga slijedi disperzija
propustenog zracenja na opti¢koj resetki na snopove svjetlosti koji istodobno padaju na niz od
oko 1000 dioda. Svaka od dioda je zaduzena za mjerenje apsorbancije pri odredenoj valnoj
duljini: tako se dobiva i pohranjuje apsorpcijski spektar svake komponente. Prednost ovog
detektora je ta Sto u kombinaciji sa ra¢unalom ima pristup podacima o cijelom spektru te
omogucava izvrSavanje raznih zadataka kao npr. odredivanje Cistoce pika, kvalitativne analize

komponenata. ..?3?*

3.4.3 Maseni spektrometar

Osnovni princip rada masenog spektrometra (MS) je takav da se uzorak pod vakuumom
ionizira (A) nakon ¢ega se ioni ubrzavaju u elektriénom polju (B) te odlaze u odabira¢ brzina
(C). U njemu se kombiniranom primjenom elektricnog i magnetskog polja omogucéava prolaz
ionima iste brzine. Nakon toga ioni prolaze kroz konstantno magnetsko polje (D) kruznim
putanjama ¢iji se radijusi odnose kao njihove mase, tj. ioni bivaju razdvojeni ovisno o omjeru
njihove mase i naboja (m/z). Na kraju dolaze do pretvornika- detektora (E) koji pretvara broj
iona odredene vrste u elektri¢ni signal.?® Spektar masa (ukupni odziv) se dobiva kao ovisnost

dobivenog elektriénog signala 0 m/z omjeru, te moze posluziti i za kvalitativhu i za
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kvantitativnu analizu. Kako je iznos naboja iona (z) uglavnom +1, m/z omjer je zapravo jednak

masi tog iona.??

Slika 13. Shematski prikaz masenog spektrometra®

Prvi dio procesa je ionizacija uzorka. Ovisno o nacinu ionizacije razlikujemo: ionizaciju
elektrorasprsenjem (ESI, engl. Electrospray lonization), ionizaciju termorasprsenjem (TSI,
engl. Thermospray lonization), kemijsku ionizaciju (Cl, engl. Chemical lonization), te
ionizaciju elektronskim udarom (EIl, engl. Electron Impact ionization). S plinskim
kromatografima se koriste El i Cl, a sa HPLC kromatografima TSI i ESI.

Najces¢i analizatori masa koji se pojavljuju su: kvadrupolni analizator koji se sastoji od
Cetiri $tapa pod elektromagnetskim poljem (Q, engl. Quadrupole), analizator koji zarobi ion u
Supljini ili ionska klopka/linearna ionska klopka (IT/LIT, engl. lon Trap/Linear lon Trap),
analizatori koji mjere vrijeme prolaska iona kroz cijev nakon pobude elektrostatskom silom
(TOF, engl. Time Of Flight), analizatori gdje ioni ulaze u ciklotron te nakon elektromagnetske
pobude ovisno o masi izlaze iz komore do detektora (FT-ICR, engl. Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance).?

Maseni spektrometar se vrlo efikasno spaja kako sa plinskim, tako i sa HPLC
kromatografima. Takve kombinacije su izrazito korisne i za kvalitativne i za kvantitativne

analize. Modernizacijom uredaja te koriStenjem raCunala s pristupom bazi podataka,
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kombinacije kromatografskih metoda sa masenim spektrometrom Kkoriste se gotovo na

svakodnevnoj bazi te su iznimno efikasno sredstvo za odredivanje nepoznatih uzoraka.

3.4.4 Plameno-ionizacijski detektor

Plameno-ionizacijski detektor, kao S$to je ve¢ ranije spomenuto, koristi se u kombinaciji
s plinskim kromatografom. Princip rada temelji se na ionizaciji uzorka u struji vodika i zraka.
Mala koli¢ina uzorka se unese u plamen gdje komponente sagorijevaju uz stvaranje struje iona
i elektrona. Ta se struja mjeri kolektorskom elektrodom, gdje je jakost struje proporcionalna
koncentraciji komponente u uzorku.

Plameno-ionizacijski detektor primjenjiv je na sve organske spojeve.?
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4, Prakti¢na primjena u detekciji droga

Izbor metode analize kod toksikoloskih ispitivanja ovisi 0 specifi¢nostima problema
koji se stavlja pred analiti¢ara.

Najcesce su uzorci potpuno nepoznatog sadrzaja, pa je osnovni zadatak potvrditi (ili
opovrgnuti) postojanje psihoaktivnih komponenti. Kako su uzorci razli¢itog podrijetla, Cesto i
bioloskog, potrebno je napraviti dobru i kvalitetnu pripremu uzorka kako bi on bio prikladan za
instrumentalnu analizu. Iako postoji viSe matrica iz kojih se mogu detektirati psihoaktivne
komponente, najcesce matrice su dijelovi krvi (plazma ili serum), urin i slina. Kako se radi o
kompleksnim matricama pri analizi se ¢esto koristi metoda unutarnjeg standarda, a pozeljno je
i koriStenje baza podataka (ukoliko postoje) kao referentnih okvira.

Zbog kompleksnosti problema analize postojecih droga, ali i neprestanih pojava novih

psihoaktivnih supstanci, potrebno je kontinuirano razvijati metode analiza.

4.1 HPLC analiza THC-a

HPLC metode imaju vaznu ulogu u analizi THC-a. Thompson i Cone?® su koristili
HPLC kao separacijsku tehniku koja im je omogucila proc¢is¢avanje THC-a iz bioloskih
uzoraka bez slozene prethodne obrade uzoraka (Sto je bila prednost naspram GC analiza).
Thompson i Cone su pro¢i§¢avanje provodili na trima razli¢itim biolo§kim uzorcima: krvnoj
plazmi, serumu 1 slini osoba koje su pusile marihuanu.

Iz uzoraka su najprije uklonjeni proteini dodatkom metanola i perkloratne kiseline,
nakon ¢ega je uslijedila ekstrakcija dodatkom metanola i 4-dodecilresorcinola (koji je dodan da
bude unutarnji standard). Smjesa je ostavljena u kontaktu na tresilici 15 minuta i potom
centrifugirana. Odvojenoj otopini dodana je zasi¢ena otopina NaCl i toluena. Smjesa je ponovo
mijeSana na tresilici te zatim centrifugirana nakon ¢ega je provedena HPLC analiza organske
faze.

Za razdvajanje koriStena je kolona Cig (Waters, uBondapak Cis, 15 cm x 3,9 mm).
Mobilna faza pripremljena je kombinacijom dviju otopina: puferske otopine natrijevog
monokloracetata i monokloracetatne kiseline u vodi te smjesom metanola i vode omjera
77,5 : 22,5. Elucija je provedena izokratno pri sobnoj temperaturi i protoku eluensa od 3
mL/min, a ove dvije otopine mijeSane su na nacin da se u eluensu dobije krajnja koncentracija

natrijevog monokloracetata 0,10 M, a monokloracetatne kiseline 0,025 M. Komponente su
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detektirane amperometrijskim detektorom koriste¢i staklenu uglji¢nu (engl. glassy carbon)
radnu elektrodu i Ag/AgCI referentnu elektrodu. Radna elektroda je imala potencijal +90 V s
obzirom na referentnu Ag/AgCl elektrodu.

Koristeni elektrokemijski detektor pokazao se dovoljno osjetljivim za detekciju niskih
fizioloskih koncentracija THC-a u bioloskim uzorcima.

Pri ovom istrazivanju analizirane su i druge komponente marihuane, kao i ostali
metaboliti THC-a kako bi se ocijenila selektivnost metode. Na dobivenim kromatogramima
nisu primijeéeni nikakvi interferencijski pikovi pri viemenima zadrzavanja THC-a i unutarnjeg
standarda, Sto se vidi i iz vrijednosti relativnih vremena zadrzavanja u odnosu na THC
(prikazana u tablici 1). Budu¢i da se pokazalo kako ostale necistoée iz matrice eluiraju tek 4-5
h nakon unosenja uzoraka, bilo je moguce analizirati oko 12 uzoraka prije njihove pojave. Zbog
toga se nakon 12 analiziranih uzoraka kolona ispirala metanolom kako bi se iz nje uklonili

zaostaci.

Tablica 1. Relativna vremena zadrzavanja (RRT) komponenata marihuane i metabolita
THC-a u odnosu na THC?®

KOMPONENTA RRT

11-hidroksitetrahidrokanabinol 0,469
Kanabidiol 0,511
9-karboksi-11-nor-A°-tetrahidrokanabinol 0,526
Kanabigerol 0,543
Kanabinol 0,829
THC 1,000
Heksahidrokanabinol 1,180
4-dodecilresorcinol (unutarnji standard) 1,240
Kanabikromen 1,340

4.2 HPLC analiza ecstasy tableta

McFadden i suradnici®® koristili su HPLC uz monolitne kolone za separaciju i
kvantitativno odredivanje MDMA i ostalih amfetamina u tabletama ecstasy-ja. Razvijanje
jedinstvenog sustava koji omogucéava razdvajanje MDMA i njegovih metabolita bilo je vrlo
pozeljno zbog toga Sto se u uzorcima ecstasy-ja najéesce nalazi upravo njihova kombinacija.

Metoda se pokazala vrlo brzom i selektivhom.
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Koristene monolitne kolone zbog svoje velike propusnosti omogucéavaju vece protoke
pokretne faze bez znatnijeg pada tlaka. Time se postizu brze separacije bez gubitka efikasnosti
kolone. U odnosu na kolone s punilima, na monolitnim kolonama se jednako zadovoljavajuca
separacija moze provesti u dvostruko kra¢éem vremenu.

Otopine uracila (koji je bio koristen kao nezadrzana komponenta) i metoklopramida HCI
(otopina unutarnjeg standarda) pripremljene su otapanjem tvari u etanolu. Uzorci tableta
ecstasy-ja su smrvljeni u fini, homogeni prah, te je 10 mg svake tablete otopljeno u 10 mL
otopine unutarnjeg standarda. Kao pokretna faza koristila se mjesavina otapala fosfatnog pufera
koncentracije 20 mM (kalijev dihidrogenfosfat i fosfatna kiselina) i acetonitrila u odnosu 97 :
3. Elucija se provodila izokratno pri protoku od 3 mL/min te pH 2,5.

Analiza se provodila na Shimatzu HPLC sustavu sa separacijom na monolitnoj koloni
Chromolith SpeedROD RP-18¢ (50 mm x 4,6 mm) te spektofometrijskom detekcijom pri 200
nm.

Analizirana su 183 uzorka ecstasy tableta. Analize su jasno pokazale postojanje
amfetamina, MDMA, MDEA (metildietanolamin), i kofeina u 98,3% analiziranih uzoraka.

Primijenjena kromatografska tehnika pokazala se zadovoljavaju¢om za separaciju
amfetamina i tipi¢nih punila ecstasy tableta. Mobilna faza koja se sastojala od fosfatnog pufera
i acetonitrila je u zadovoljavajucoj mjeri separirala MDMA od ostalih metabolita amfetamina.
Koristenje metode na velikom broju uzoraka ukazalo je na prikladnost metode za rutinsku

analizu ecstasy tableta.

4.3 GC analiza heroina

Plinska kromatografija odgovarajuca je tehnika za analizu uzoraka heroina, jer za
razliku od HPLC tehnike, GC omogucava razdvajanje i detekciju velikog broja komponenti u
uzorku, Sto je najcesce slucaj kod uzoraka heroina.

Sperling® je koristio GC-FID za analizu uzorka heroina s nepoznatim punilima.
Praskasti uzorci heroina pripremljeni su za analizu otapanjem u metanolu uz dodatak
kloroforma i unutarnjeg standarda, te po potrebi dodatno profiltrirani. Kao unutarnji standard
koristila se otopina tetrakosana u kloroformu. Analiza se provodila na Perkin-Elmer plinskom
kromatografskom sustavu sa FID detektorom. KoriStena je kapilarna kolona DB-1 (silikagel
debljine 0,25 pm, 30 m x 0,25 mm, J&W Scientific) jer kolone s punilima nisu bile prikladne

za analizu tako slozenih uzoraka (uzoraka s tolikom brojem komponenata). Kao pokretna faza
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koristen je vodik, a vodik je koriSten i za plamen FID detektora. Koristio se ispariva¢ s
moguéno$céu temperaturnog programiranja (PVT, engl. programmable temperature vaporizer)
koji je omogucavao injekciju uzorka pri niskoj temperaturi uz naglo poviSenje temperature
nuzno za isparavanje uzorka, Sto je pomagalo o¢uvanju komponenti osjetljivin na visoke
temperature.

Analizom je ostvareno dobro razdvajanje komponenata uzorka, a uz kokain potvrdene
su i sljede¢e komponente: nikotinamid, fenacetin, kofein, fenobarbital, prokain, metakvalon,
N-fenil-2-naptilamin, tetrakosan, acetilkodein, monoacetilmorfin, heroin, papaverin i noskapin.
Heroin, kokain i prokain je moguce analizirati i HPLC-om, dok za ostale komponente uzorka
to nije moguce jer dolazi do preklapanja pikova uslijed vrlo sli¢nih vremena zadrzavanja.

Zbog kompleksnosti uzorka, kolona s punilima nije bila prikladna za analizu uzoraka
heroina zbog velikog broja komponenti. Nasuprot tome, kapilarne kolone pokazale su se
odgovaraju¢ima za kvalitativnu i kvantitativnu analizu takvih uzoraka. Dobiveni su izvrsni
rezultati separacije i kvantifikacije Sto je dokaz da je metoda primjenjiva na Sirok spektar

(kompleksnih) uzoraka heroina.

4.4 GC analiza benzodiazepina

Borrey i suradnici®? koristili su plinsku kromatografiju sa masenim spektrometrom za
istovremenu analizu 15 osnovnih benzodiazepinskih spojeva te njihovih metabolita niskih
koncentracija u uzorcima urina. Benzodiazepini se ¢esto susre¢u u klinickim i forenzi¢kim
toksikoloSkim analizama. Urin je preferirana matrica za benzodiazepine jer se u njemu nalaze
vece koncentracije nego u krvnoj plazmi, $to je izrazito bitno za komponente Koje se nalaze u
vrlo niskim koncentracijama. Kako benzodiazepini u organizmu metabolitickim reakcijama
mijenjaju svoj izvorni oblik, enzimatskom hidrolizom obraduje se uzorak te benzodiazepini
ostaju nepromijenjeni (za razliku od moguce obrade uzorka kiselom hidrolizom $to razlaze
benzodiazepine na benzofenone).

Analiza se provodila na instrumentu koji se sastojao od plinskog kromatografa sa
masenim spektrometrom kao detektorom (GC-MS). Kao pretkolona koristila se Restek
hydroguard column (5 m x 1,32 mm) dok je separacijska kolona bila SGE BP1 kapilarna kolona
(30 m x 0,25 mm) sa nepolarnim polidimetilsiloksanom kao nepokretnom fazom debljine 0,25

um. Kao pokretna faza koristio se helij. Detektor je bio maseni spektrometar sa El ionizacijom.
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Uzorci urina su prvo bili obradeni enzimatskom hidrolizom Sto je rezultiralo
zadovoljavaju¢im oporavkom benzodiazepina iz uzorka te ekstrahirani na fenilnim kolonama
(phenyl-type solid-phase extraction columns). Nakon toga uslijedila je plinska kromatografija
gdje se pokazalo zadovoljavajuce razdvajanje komponenata.

Kako bi se pokazala primjenjivost metode na realnim uzorcima, analiza je provedena na
300 uzoraka urina osoba koje su konzumirale odredene benzodiazepinske lijekove. Metoda je
pokazala pozitivan ishod te se nije naislo na nikakve probleme tijekom analize. Bilo je moguce
analizirati najmanje 15 uzoraka prije nego $to je pretkolona izgubila svoju funkcionalnost. Do
onecis¢enja separacijske kolone nije doslo.

Optimirani uvjeti enzimatske hidrolize nakon koje je slijedila ekstrakcija, omogucili su
zadovoljavajuce oporavke svih ciljanih benzodiazepina iz urina. Dobiveni ekstrakti bili su
prikladni za injekciju u kolonu. GC-MS metoda pokazala se vrlo osjetljivom i selektivhom za

odredivanje 15 naj¢esce koriStenih benzodiazepina u niskim koncentracijama u uzorcima urina.

45 TLC analiza kokaina

Paul i Conine®* Koristili su tankoslojnu kromatografiju za razdvajanje kokaina iz smjese
sa kodeinom i morfinoidnim alkaloidima (heroin, 6-monoacetilmorfin, morfin i Kkinin).
Nepokretna faza bila je silikagel impregniran natrijevim hidroksidom, a kao pokretna faza
(razvijac) koristila se mjeSavina acetona i benzena u omjeru 1:1.

Staklene podloge veli¢ine 7,5 x 2,5 cm pripremljene su umakanjem u mjesavinu otopine
natrijevog hidroksida i praskastog silikagela (sadrzavao je 13 % kalcijeva sulfata).

Kromatogrami su razvijani u zaklopljenim posudicama veli¢ine 9,5 x 5,5 cm u 2 mL
pokretne faze, u vremenu od 3 minute. Nakon razvijanja, na plo¢icama je odmah oznacena
fronta otpala te su plocCice ostavljene da se posusSe na sobnoj temperaturi. Kako bi se detektirale
zeljene komponente, plocica je prskana otopinom kalijevog jodoplatinata.

Na kromatogramu su detektirane dvije razmaknute mrlje, gdje je kokain detektiran kao
zasebna mrlja koja pokazuje rapidnu migraciju. Ostale komponente prikazale su se u obliku
jedne velike mrlje koja se nije znacajno odmaknula od mjesta nanoSenja na ploc¢icu. U tablici 2
su prikazane Rt vrijednosti komponenti dobivene separacijom navedene smjese.

Rezultati pokazuju da je kokain u zadovoljavajuoj mjeri separiran od ostalih

komponenti, te je metoda uspjesna za detekciju kokaina u slicnim smjesama. Takoder, zbog
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vrlo velike uspjesSnosti razdvajanja kokaina, moguée ga je u potpunosti izdvojiti nakon

separacije.

Tablica 2. Ry vrijednosti komponenti dobivenih TLC razdvajanjem smjese kokaina, kodeina,

heroina, 6-monoacetilmorfina, morfina i kinina

KOMPONENTA Rf

Kokain 0,80
Kodein 0,06
Heroin 0,06
6-monoacetilmorfin 0,06
Morfin 0,06
Kinin 0,06
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5. Zakljucak

Kromatografija se razvila zahvaljujuci svojoj brzini, relativno niskoj cijeni pojedine
analize 1 jednostavnosti njene provedbe te moguénosti istovremene primjene za separaciju i
detekciju komponenti. Omoguéava analizu Sirokog spektra tvari, kao i analizu nepoznatih
uzoraka sto ju €ini izrazito korisnom prilikom analize droga Cije se podrijetlo i sastav najcesce
tek moraju otkriti. Jer kada se kromatografska separacija spoji s prikladnim i osjetljivim
detektorom, kromatografi su sposobni obavljati visoko efikasne kvalitativne i kvantitativne
analize.

Kroz dosadasnju primjenu, kromatografske tehnike pokazale su se vrlo osjetljivima i
prikladnima za analizu psihoaktivnih supstanci te se njima dobivaju izvrsni rezultati. Danas
je kromatografija najrasirenija tehnika za analizu psihoaktivnih tvari, no njen potencijal
zasigurno nije do kraja iskoristen. Teznja za njenim daljnjim razvijanjem i usavrsavanjem u
smislu poboljsanja separacije i detekcije povecat ¢e i1 njen potencijal na podru¢ju analize
psihoaktivnih supstanci. S druge pak strane, svakodnevna pojava novih droga, generira nove

izazove i samim time zahtijeva daljnji razvoj kromatografskih tehnika.
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Zivotopis

Viktorija Prevari¢ || I Osovnu Skolu pohadala je

u Vrbovcu, te paralelno uz nju osnovnu glazbenu skolu pri POU Vrbovec. 2010. godine upisuje
op¢u gimnaziju u Zagrebu (VI. gimnazija) i srednju glazbenu skolu Glazbenog udilista Elly
Basi¢ u Zagrebu za zanimanje glazbenik teoreticar. Maturirala je 2014. godine u obje srednje
Skole. Studij Kemijskog inzenjerstva na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije
Sveucilista u Zagrebu upisuje 2014. godine. Nakon zavrSene druge godine studija odradila je
stru¢nu praksu u Centru za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjestacenja ,,Ivan Vucetic*

(sluzba kemijsko-fizikalnih i toksikoloskih vjestacenja, odjel Forenzi¢ne toksikologije).
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