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Prowadzenie badan poréwnaw-
czych probek heroiny nie jest zjawi-
skiem nowym; juz od poczatku lat 80.
ubiegtego wieku tematyce tej poswie-
cano wiele opracowan [1—4]. Wiek-
szos¢ metod profilowania stuzgcych
scharakteryzowaniu heroiny bazuja-
cej na narkotynie i zwiazkach norlau-
danozyny opracowat Allen i wsp. [5].
Miedzy metodami istnieje jednak wie-
le niezgodnosci, np. odnosnie do wy-
mogu dysponowania dos¢ duzg ilo-
Scig materiatu (15 mg czystej diamor-
finy — dla heroiny o czystosci 10% po-
trzeba 150 mg proszku), co jest istot-
ne w przypadku bardzo rozcienczo-
nych prébek heroiny. Wspomniana
technika wymaga ponadto dobrego
przygotowania zawodowego. Jest
ono niezbedne do prawidtowego wy-
konania etapu izolacji i przeprowa-
dzenia do$¢ zmudnej procedury przy-
gotowania probek (koniecznos$¢ od-
wirowania i odparowania).

W ostatnich latach zaréwno Gu-
eniat, jak i Esseiva wprowadzili
opcjonalng metode profilowania, kto-
ra opiera sie na charakterystyce
sktadnikow gtéwnych [6] i w przeci-
wienistwie do metody wczesniej sto-
sowanej nie wymaga przygotowania
probki.

Laboratorium  kryminalistyczne
Policji francuskiej w Lyonie od ponad
dziesigciu lat stosowato — jako ruty-
nowg metode badawczg — analize
zanieczyszczen. Do badan porow-
nawczych probek heroiny wykorzy-
stywano obliczenia odlegtosci Eukli-
desowej.
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Od roku 1994 obserwuje sie obni-
zanie stopnia czystosci probek
skonfiskowanej heroiny ulicznej;
przyktadowo — w 2004 r. poziom
czystosci miescit sie w zakresie
5—10%; w tym samym roku 65% pré-
bek heroiny poddanych analizie
w pieciu policyjnych laboratoriach
we Francji charakteryzowato sie
czystoscig ponizej 10% [7].
W zwigzku z tym wykorzystanie ww.
metody, zwtaszcza w przypadku
prébek heroiny ulicznej, stato sie
bardziej problematyczne — aby méc
zastosowaé analize zanieczysz-
czen, nalezy bowiem dysponowacd
15 mg czystej diamorfiny. Jesdli za-
tem posiada sie niewielka ilos¢ he-
roiny o czystosci 4%, nalezy odwa-
zy¢ 375 mg proszku, co czesto jest
niemozliwe.

W 2003 r. podjeto prébe zmodyfi-
kowania stosowanej w laboratorium
francuskim tzw. standardowej proce-
dury operacyjnej (standard operating
procedure, w skr. SOP) i przystoso-
wania jej do badan poréwnawczych
heroiny. Metoda miata spetnia¢ na-
stepujgce zatozenia:

— analiza w krétkim czasie;

— mozliwo$¢ przeanalizowania na-
wet niewielkich prébek heroiny
bez wzgledu na ich stopien czy-
stosci;

— automatyzacja analizy, transferu
danych i obliczen korelacii;

— umozliwienie przechowania da-
nych w dedykowanej bazie da-
nych.

Aby spetni¢ ww A= posta-
nowiono wykorzys: nalizy
sktadnikéw gtown st od
lat stosowana w &

Materiaty i metoc
Metoda analizy
mniejszych sktadnikd
Przygotowanie prébek. Probke

heroiny (ok. 1 g) nalezy poddaé ho-
mogenizacji w mozdzierzu agato-
wym, nastepnie zas, po odwazeniu
15 mg czystej zasady diamorfiny,
umiesci¢ w kolbie o pojemnosci 30
ml. W kolejnym etapie heroine roz-
puszcza sie w 5 ml 0,5 M HoSOy, po
czym dodaje 5 ml toluenu. Probke
nalezy nastepnie wstrzasnaé i odwi-
rowaé. Po usunieciu 4 ml fazy orga-
nicznej — w celu uzyskania suchej
masy — substancje przelewa sie do
fiolki i poddaje odparowaniu. Po do-
daniu 200 pl chloroformu cato$é
dozuje sig do GC.

Metoda analizy
sktadnikéw gtéwnych

Przygotowanie probki. Probke he-
roiny (ok. 1 g) nalezy podda¢ homo-
genizacji w mozdzierzu agatowym.
Pietnascie  miligraméw  heroiny
umieszcza sie w fiolce. Probke roz-
puszcza sie nastepnie w mieszaninie
chloroformu i pirydyny w proporcji
5:1, dodaje do niej 100 pl MSTFA,
podgrzewa przez godzine w tempe-
raturze 80°C i dozuje do GC.
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Detekcja ptomieniowo-jonizacyjna
chromatografii gazowej (GCFID)

Analize sktadnikéw mniejszych
i gtéwnych przeprowadzono na chro-
matografie gazowym firmy Agilent
6850 wyposazonym w detektor FID
i autosampler. Dokonano nastrzyku
probek o objetosci 2 pl w trybie split,
w wyniku czego uzyskano rozdzial
chromatograficzny na kolumnie kapi-

larnej &V OB-1 (dtugos¢ kolumny:
30 m. $reoica wewnetrzna: 0,25
mm, ¢ 'bc btony: 0,25 pm). Zasto-
sowar 108ny — hel, przy czym
predk: eptywu gazu wynosita
1,4 m
Tei re kolumny zaprogra-
mowe 1stepujgcy sposob:
— 2z 1 yszczenia: temp. 200°C
p -e: | minute, 4°C/min przy-

rost do 280°C, nastepnie
59C/min przyrost do 300°C —
przez 13 minut.

— sktadniki gtéwne: temp. 150°C
przez 1 minute, 10°C/min przy-
rost do 250°C, nastepnie
49C/min przyrost do 300°C —
przez 4 minuty.

Temperature nastrzyku i detektora
ustawiono odpowiednio na 280
i 300°C dla zanieczyszczen oraz 290
i 3250C dla sktadnikéw gtéwnych.
Uzyskane chromatogramy przedsta-
wiono na rycinach 11 2.
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Ocena
i przechowywanie danych

Na etapie analizy zanieczyszczen
skoncentrowano sie na roznicach
miedzy probkami. Aby te roznice
podkreslié, wykorzystano metode
obliczania odlegtosci Euklidesowe;.
Podczas analizy sktadnikéw gtow-
nych skoncentrowano si¢ na wyka-
zaniu podobienstw miedzy nowg
probka dowodowg a probkami po-
réwnawczymi (tzw. lista kandyda-
téw) przechowywanymi w bazie da-
nych. W tym celu skorzystano z po-
miar6w kata funkcji cosinus [8]. Za
kazdym razem przeprowadzano nor-
malizacje ze zsumowaniem po-
wierzchni pikéw dla zanieczyszczen
oraz powierzchni piku diamorfiny
w przypadku analizy sktadnikow
gtéwnych.

Baze danych sktadnikéw gtow-
nych utworzono na serwerze siecio-
wym Apache z wykorzystaniem opro-
gramowania PHP i bazy typu open
source MySQL.

Dla kazdej probki heroiny uzyska-
no profil chromatograficzny GC-FID,
ktory zostat automatycznie przestany
poprzez wybér odpowiedniego kata-
logu danych w menu bazy danych.
Nastepnie obliczono wyniki korelaciji
miedzy probka dowodowa a catg ba-
za danych i wytypowano tzw. liste tra-
fien ,hitow”.

Wyniki i omowienie
Optymalizacja metody

Jako ze metode przystosowano
do analizy probek szwajcarskich na-
lezalo sprawdzi¢, czy probki francu-
skie sg podobne, i ewentualnie dopa-
sowaé¢ metode do nich.

W poprzedniej metodzie wykorzy-
stywano sze$¢ sktadnikéw docelo-
wych, tj.: mekonine, papaweryng, no-
skapine, acetylokodeine, 6-acetylo-
morfing i acetylothebaol. Niestety
probki analizowane w laboratorium
policyjnym we Francji sa w wysokim
stopniu zanieczyszczone i nie wyKkry-
to w nich znaczacej ilosci mekoniny
(pierwsza réznica migdzy prébkami
szwajcarskimi a francuskimi [9]).
Zwiekszenie ilosci heroiny do analizy
nie rozwiazato tego problemu, gdyz
piki acetaminofenu i kofeiny okazaty
sie za duze i znajdowaly sie za blisko
piku mekoniny.

W kolejnym etapie badano wptyw
mekoniny na moc dyskryminacyjna
metody. W tym celu przebadano
dziewieé probek (A-l), ktore zaszere-
gowano do trzech réznych partii (ka-
tegorii): pierwsza obejmowata probki
od Ado F, druga G i H, a ostatnia,
trzecia — tylko probke |. Wszystkie
prébki poddano analizie. Wptyw me-
koniny na badania poréwnawcze
zbadano, obliczajac wartosci korela-
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Ryc. 1. Chromatogram zanleczyszczen heroiny
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Ryc. 2. Chromatogram sktadnikow gtéwnych heroiny
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cji (funkcja cosinusa kwadratowego)
zarébwno z uwzglednieniem po-
wierzchni mekoniny, jak i bez niej.

Wykres dystrybuciji wartosci kore-
lacji obliczonych dla szesciu Iub
pieciu sktadnikéw ukazuje rycina 3.
Przedstawione na wykresie warto$ci
miescity sie w zakresie od 0 do 100,
gdzie 0 oznaczato catkowity brak po-
dobienstwa, natomiast 100 — catko-
wite podobienistwo.

PRZEKEADY

Catkowity czas przebiegu obnizo-
no z 30 do 23 minut.

Druga réznica miedzy probkami
heroiny szwajcarskimi i francuskimi
polegata na tym, ze te drugie zawie-
raty duze ilosci noskapiny (do 48%
[7]). Prawdopodobnie dodawano ja
jako srodek ,obrobkowy” [10]. Spo-
rzadzono wiec wykres czestotliwosci
wystepowania stosunku noskapiny
do HMM (HMM oznacza sume ste-

dza to fakt, Ze heroina skonfiskowana
we Francji pochodzi gtéwnie z Azj
Potudniowo-Zachodniej [11] i zawiera
morfing i noskapine w stosunku od
2:1 do 1:2 [12]. Jako ze tylko kilka
prébek (na poziomie 2%) wykazato
wysoki stosunek noskapiny do HMM,
mozna wnioskowaé, ze noskapina
jest ich sktadnikiem oryginalnym. Aby
unikng¢ wptywu najwiekszych skiad-
nikdw — zwlaszcza noskapiny — na
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Ryc. 3. Dystrybucja wartosci korelacji dla szesciu i pieciu skiadnikéw

Zaobserwowano, ze mekonina nie
wptywa w sposob znaczacy na war-
tosci korelacji uzyskane zaréwno we-
wnatrz poszczegoélnych partii, jak

probkach

zen morfiny, monoacetylomorfiny
i diacetylomorfiny) (ryc. 4). Wykres
opracowano na podstawie 670 pré-
bek pochodzacych z konfiskat w Ia-

Ryc. 4. Czestotliwos¢ wystepowania stosunku noskapiny do HMM w

wartos¢ korelacji, zdecydowano sie
na przeprowadzenie standaryzacji
powierzchni pikéw (po normalizacji
do diamorfiny).

£ | Mot 30
i
]

|

704

60+

50+

404

Frequency

T Gros o wes

9%, 9
2 3 4y

..................
Y. Y, Yy,

A
S g

& /
‘95 25

<3 f’o-(,;g

Yy
[ [/ AN
9 T4y 05

Correlation value

Ryc. 5. Wspélny wykres dla $rednich i standardowych odchylen

I miedzy nimi. W zwigzku z tym pomi-
nieto jg w profilowaniu i zmieniono
ustawienia programu kolumny, tak
aby uzyskaé dobry rozdziat chroma-
tograficzny dla pozostatych pieciu
sktadnikéw.
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tach 2000—-2004. Gérna granica tego

stosunku wynosi 3,2.

Jak mozna wyczyta¢ z wykresu,
w przypadku wiekszo$ci
(85%) stosunek noskapiny do HMM

nie przekracza wartoéci 1. Potwier-

probek

Ryc. 6. Dystrybucja wartosci korelacji w badaniach odtwarzalno$ci metody

Odtwarzalnos$é
i powtarzalno$¢ metody

Metode zweryfikowano pod katem

jej odtwarzalnosci i powtarzalno$ci.
W  poczatkowym etapie operator
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przeprowadzit kilka pomiaréw na tym
samym sprzecie | w stosunkowo krot-
kim odstepie czasu. Dwie prébki he-
roiny o czystoSci odpowiednio
3 i 49% wstrzyknieto dziesieé razy,
a nastepnie obliczono wzgledne od-
chylenia standardowe kazdego
sktadnika i poréwnano uzyskane pro-
file za pomoca funkcji cosinusa kwa-
dratowego.

Drugi eiap obejmowat analize tych
samych probek na tym samym sprze-

cie, przy <7ym probki badano przez
dwa > (jedna analiza dzien-
nie). no wzgledne odchylenia
stan: kazdego sktadnika i po-
réwr /skane profile metoda
funk isa kwadratowego.

W :nej kolejnosci analizowa-
no | orobke na tym samym
sprzecie rzez osiem miesigcy. Na
rycinach & i 6 przedstawiono wykres

blokowy kazdego sktadnika oraz dys-
trybucje warto$ci korelacji. Analiza
uzyskanych wynikéw wykazata po-
wtarzalno$é i odtwarzalnosé metody:

PRZEKELADY

wszystkie pomiary RSD (wzglednych
standardowych odchylen) dla kazde-
go sktadnika gtéwnego miaty wartos¢
ponizej 8%, a wszystkie wartosci ko-
relacji wynosity ponad 99,90%.

Moc dyskryminacyjna metody ana-
litycznej. Po wykonaniu badan Auto-
rzy skoncentrowali sie na analizie po-
wigzanych i niepowigzanych ze sobg
probek, aby ustali¢ wielkoS¢ granicz-
na, wedtug ktérej mozna stwierdzic,
ze dwie prébki pochodzg z tego sa-
mego zrddta (partii). W tym celu prze-
prowadzono profilowanie prébek he-
roiny wykazujacych pewne podobien-
stwo. Wybrano trzy partie prébek po-
wigzanych ze soba (kazda partia za-
wierata odpowiednio 29, 16 i 10 pro-
bek, za$ catkowita liczba par wynosi-
ta 571), a nastepnie poréwnano prob-
ki niepowigzane. W kolejnym etapie
wykorzystano skonfiskowang heroing
magazynowang od ponad dwoch lat
oraz 30 probek skonfiskowanych
w 2001 r., 4 prébki —w 2002 r., 70 —
w 2003 r. i 72 —w 2004 r., po czym do-

dla powigzanych i niepowigzanych ze
sobg probek. W przypadku probek
niepowigzanych zakres wartosci ko-
relacji byt duzy, tj. wynosit od 6,86 do
99,88%. Inaczej sytuacja przedsta-
wiata sie w przypadku prébek powig-
zanych — 97,7% wartosci korelacii
przekraczato 99,92%. Poroéwnanie
tych dwoéch wartosci pozwolito na
ocene mozliwosci metody pod katem
ustalenia powigzan chemicznych
miedzy konfiskatami.

W trakcie badan okreslano liczbe
wynikow fatszywie pozytywnych i fat-
szywie negatywnych. Rycina 9
przedstawia czestotliwoS¢ wystgpie-
nia wartodci korelacji zaréwno we-
wnatrz partii, jak i pomiedzy partiami
probek. Wykres blokowy zostat ,wy-
gtadzony” za pomocg oprogramowa-
nia do modelingu wykresow (Statisti-
ca®). Przeciecie sie tych dwadch krzy-
wych (99,91) oraz pokrytej po-
wierzchni ujawnito procent wynikow
falszywie pozytywnych (0,2%) oraz
fatszywie negatywnych (6%).
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no dystrybucje
wartosci korelacji

Ryc. 9. Wspdlny obszar dla dwdch wykresow probek (wewnatrz partii i

W kolejnym etapie wyznaczono
arbitralnie dwa progi, ktére minimali-
zuja ryzyko otrzymania wynikéw fat-
szywie pozytywnych i negatywnych
oraz odpowiadajg nastepujgcym po-
ziomom decyzji:

— podobienstwo (99,92) z procen-

tem odpowiedzi tatszywie pozy-
tywnych rzedu 0,003,
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—brak podobienstwa (99,85)
Z procentem odpowiedzi fatszy-
wie negatywnych rzedu 0,2.

Wpilyw substancji fatszujacych

sktad. Przeprowadzono badania
wplywu adulteracji (zafatszowania)
na badania poréwnawcze heroiny.
W 90% konfiskat zasady heroiny we
Francji wystepuje mieszanina kafe-
iny/acetaminofenu w proporcji 45/55
[7] i dlatego zbadano wptyw tych pro-
duktéw na badania porownawcze.
Probke zasady heroiny o czystosci
49% zmieszano z innymi sktadnika-
mi, tak aby uzyskaé zakres czystosci
miedzy 5-49%. Nastepnie poréwna-
no ze soba rézne zestawy prébek
i uzyskano korelacje. Wyniki badan
wskazujg na brak znaczacego wpty-
Wu adulteracji na wartosci korelacii.
W' nastepnej kolejnosci podjeto
probe oszacowania, do jakiego stop-
nia metoda jest wiarygodna. Do préb-
ki zasady heroiny o czystosci 13%
dodawano mieszanine kafeiny/aceta-
minofenu do momentu uzyskania
czystosci 1,5%. Dla réznych grup
probek wyznaczono minimalne, mak-
symalne i Srednie wartosci korelacji.
Odnotowano, ze pik acetylthebaolu
nie pojawit sie ponizej wartosci 3%
na chromatogramie. Co wiecej, war-
tosci korelacji zliczone miedzy chro-
matogramem heroiny o czystosci po-
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nizej 1,5% a innymi chromatograma-
mi znajdowaty sie pod progiem braku
prawdopodobienstwa (Srednia C wy-
nosi 99,78 w poréwnaniu z 99,92).
Zaobserwowano réwniez, ze replika-
ty nie byty odtwarzalne z prébkami
0 czystosci nieprzekraczajgcej 2%.
Z tego powodu postanowiono wyko-
rzystywac te metode jedynie w przy-
padku prébek heroiny o czystosci po-
wyzej 8%, tak aby uwzglednié acetyl-
thebaol i uzyska¢ odtwarzalnosé mie-
dzy replikatami.

Poréwnanie charakterystyki sktad-
nikébw_gtéwnych i zanieczyszczen.
Ostatnie badanie polegato na poréw-
naniu wynikéw obu metod poprzez
analize 30 prébek heroiny. Okazato
sig, ze 95% powigzan dokonanych
metodg analizy zanieczyszczen po-
twierdzono metodg analizy sktadni-
kow gtéwnych (ryc. 10). Jest to zgod-
ne z wnioskami Esseiva i wsp. [6].
Probki powigzane charakteryzowaty
sie wynikiem ponizej 0,05 (pierwsza
metoda) oraz ponad 99,92 w przy-
padku nowej metody (bialy obszar).
Probki niepowigzane miaty wynik po-
wyzej 0,1 w przypadku pierwszej me-
tody oraz ponizej 99,85 w przypadku
metody nowej (obszar zaznaczony
kolorem ciemnoszarym). Obszar za-
znaczony kolorem jasnoszarym od-
powiada obszarowi niepewnosci.
W tym przypadku analityk podejmuje

decyzje,
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wiecej, w przy-
padku metody

wiekszych sktadnikow wiekszosé
probek znajdujgcych sie w obszarze
niepewnosci przesuwa sie do strefy
decyzyjnej. Nalezy jednak pamigtag,
Ze badania zostaly przeprowadzone
na 30 probkach, zatem aby zweryfi-
kowac wyniki, nalezy je powtorzyé na
liczniejszej grupie probek.

Whnioski

Omoéwiona powy: = metcda pole-
gajaca na charakis ce « 3wnych
sktadnikow okaz: 2 iktywna
i wiarygodna. O ywanie
probki dowodov: nozna
przeprowadzi¢ w jodzi-
ny, podczas gdy ietoda
bazujaca na /styce
zanieczyszczen iate o naj-
mniej czterech goc FPon. o me-
toda analizy skfacriiow gidwnych

wykazata si¢ dobra mocg dyskry-
minacyjng o niskim procencie wska-
zan falszywie negatywnych i fatszy-
wie pozytywnych. Zakiadajgc jednak,
ze do ustalenia powigzania chemicz-
nego wymaga sie tylko pieciu para-
metrow, zaleca sie, by braé¢ pod uwa-
ge takze inne dane, jak np. procent
zawartosci heroiny bgdz dodatkowe
informacje od jednostki prowadzacej
dochodzenie. Warto podkreslié, ze
metoda gtdéwnych skiadnikéw nie po-
zostaje tylko i wytacznie narzedziem
analitycznym, ale — z uwagi na swa
innowacyjnos$¢ i wykorzystanie tech-
niki komputerowe] — pozwala na
przekazywanie danych z profilowania
z urzgdzenia analitycznego do bazy
danych oraz na obliczenie wartosci
korelacji z przechowywanymi w bazie
profilami.
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