
1. In tro duc tion

The re sults of hair anal y sis for the pres ence of in -
tox i cants and/or psychotropic agents have many ad -
van tages in com par i son with re sults of anal y sis of
e.g. urine or blood. The slow de po si tion of the analyte
in grow ing hair means that anal y sis of an ap pro pri ate
hair seg ment al lows us to de tect sub stances which
were taken a few months ear lier. Usu ally, hair is ana -
lysed whose length cor re sponds to a six month pe riod
of tak ing nar cot ics, thus about 6–10 cm. From the
prac ti cal point of view, hair is a good ma te rial for anal -
y sis, since its col lec tion is sim ple, as is trans por ta tion
and stor age. Hair is taken for ex am i na tion from the

back of the head, as then hairs are char ac ter ised by the
small est vari abil ity of growth and in flu ence of the pro -
cess of ag ing and sex. How ever, ob tain ing a suit able
amount of hair (100–150 mg) for anal y sis can be
a prob lem. In or der to ob tain such an amount, quite
a large bunch of hair has to be col lected from the stud -
ied per son (the thick ness of a pen cil). It should be
noted that 1 cm of hair weighs only about 0.05 mg. 

Doubts can also arise con cern ing con tam i na tion
and in ter pre ta tion of ob tained re sults. Hair care pro ce -
dures can also sig nif i cantly in flu ence re sults of anal y -
sis [11].

Apart from ana lys ing hair for the pres ence of typ i -
cal in tox i cants and psychotropic agents, re searches
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also con sider med i cines, e.g. from the benzo diaze -
pines group. This is be cause of their ef fect on the
psychomotor ef fi ciency of driv ers. 

Benzodiazepines are men tioned in the de cree of the 
Min is ter of Health of 11.06.2006 con cern ing anal y sis
meth ods for the pres ence of sub stances act ing sim i -
larly to al co hol. It is be lieved that there is a par tic u lar
risk of driv ers caus ing an ac ci dent dur ing the first two
weeks of use of some benzodiazepines. Test ing driv ers 
for the pres ence of benzodiazepines takes on a spe cial
mean ing in the light of re sults of test ing of driv ers sus -
pected of driv ing un der the in flu ence of psy cho ac tive
sub stances. Drugs from this group are de tected in ev -
ery third case, and in screen ing anal y ses of driv ers who 
have not been in volved in car ac ci dents, the num ber of
pos i tive sam ples is 3%.

Benzo diaz epine de riv a tives be long to the psycho -
tropic drugs group; their ac tion is mainly sed a tive,
hyp notic and antianxiety-re liev ing; their use can eas -
ily lead to psy chi cal and phys i cal ad dic tion. Sud den
dis con tinu a tion of drugs from this group can cause
with drawal symp toms (con vul sions). Treat ment of in -
som nia or its pre ven tion by use of benzodiazepines is
very com mon in Po land. It is the most of ten used drug
group for this kind of dis ease.

The meth od ol ogy of de ter mi na tion of benzodiaze -
pines in body flu ids is well de scribed, un like meth ods
of hair ex am i na tion, which have only be come a fo cus
of in ter est for fo ren sic tox i col o gists in re cent years. In
the study of benzodiazepines, gas chro ma tog ra phy
with flame ion is ation de tec tion as well as with elec tron 
cap ture de tec tion proved to be in ad e quate due to rich
bi o log i cal back ground and low con cen tra tions of
analytes. Most of ten de ter mi na tion of benzodiaze pi -
nes in hair is per formed by means of im mu no log i cal
meth ods [7, 8, 9] or chro mato graphic meth ods cou pled 
with mass spec trom e try. Due to low con cen tra tions,
a con sid er able num ber of ap pli ca tions uti lise chem i cal
ion is ation with neg a tive-ion mon i tor ing mode
(e.g. GC-MS/NCI) or LC-MS/MS [1, 2, 4, 5]. 

The num ber of benzodiazepines en com passed by
ex am i na tions is usu ally not large – this is mainly due
to prac ti cal con sid er ations. Yegles, ex am in ing hair
col lected from 21 per sons, dem on strated the pres ence
of nordiazepam in 20 cases, di az e pam and oxazepam
in 15, and flunitrazepam in 8 cases. The max i mal con -
cen tra tions of these drugs were 1.8 ng/mg, 2.2 ng/mg,
3.4 ng/mg and 9.5 ng/mg, re spec tively. In their con clu -
sion, the au thors stated that nordiazepam is the most
fre quently used drug in the benzodiazepines group
[12]. Anal y sis of hair for the pres ence of var i ous
groups of sub stances car ried out by Kintz re vealed the
pres ence of benzodiazepines, whose con cen tra tions

were from 0.37 ng/mg for nitrazepam and 2.41 for
nordiazepam. From this group, di az e pam and flu nitra -
zepam were also pres ent. Cirimele showed that lora -
zepam con cen tra tions de ter mined by LC-MS/NCI in
hair of 16 cm length in creased from the end to the bulb
from 31 to 49 pg/mg [3]. How ever, anal y sis of vol un -
teers’ hair af ter tak ing a sin gle dose of clonazepam
per formed by Negrusz and as so ci ates showed the pres -
ence of only 7-aminoclonazepam in con cen tra tions be -
low 10 pg/mg [6].

In this pa per, a pro ce dure of benzodiazepines de -
ter mi na tion was pro posed by means of liq uid chro ma -
tog ra phy cou pled with mass spec trom e try (LC-MS
with use of at mo spheric pres sure chem i cal ion is ation).

2. Ma te ri als and meth ods

The fol low ing stan dards and so lu tions: oxazepam,
lorazepam, nordiazepam, clorazepate, temazepam, di -
az e pam, estazolam, nitrazepam, clonazepam, flu nitra -
zepam, prazepam (in ter nal stan dard) (Sigma, USA),
acetonitrile (Merck, Ger many), wa ter (dis tilled in
quartz dis til la tion ap pa ra tus), diisopropyl ether
(Sigma, USA), so dium phos phate and hydrophosphate 
(POCh, Po land) and for mic acid (Ubichem, United
King dom) were used. 

Anal y ses were per formed on a liq uid chromato -
graph HP-1100 Se ries (Agilent Tech nol o gies). Chem i -
cal ion is ation mode at at mo spheric pres sure (APCI)
was ap plied. A from pseudomolecular ions of the ana -
lysed benzo diaz epine group were reg is tered. 

Op ti mi sa tion of cho sen pa ram e ters of the method,
in which the height of the peak of the given analyte
con sti tuted the cri te rion of as sess ment, en com passed
the fol low ing: 
– mass spec trom e ter pa ram e ters (fragmentor volt age,

vapor iser tem per a ture, cap il lary volt age, dry ing gas
tem per a ture, nebuliser pres sure, co rona cur rent);

– ex trac tion pa ram e ters (ex trac tion pH, sol vent, time
of ex trac tion);

– chro mato graphic con di tions (col umn, gra di ent
pro gram).
The in flu ence of in di vid ual pa ram e ters on the in -

ten sity of the analyte sig nal was ana lysed by means of
the flow in jec tion anal y sis tech nique (FIA). In Ta ble I,
the ob tained op ti mal pa ram e ters of the mass spec trom -
e ter are pre sented.

As a re sult of the re search de scribed above, di -
isopropyl ether was se lected as an extractant (Fig -
ure 1), the pH of the ex trac tion en vi ron ment re ac tion
as pH 6–7 and the du ra tion of ex trac tion – lon ger than
30 sec onds. 
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TA BLE I. MS PA RAM E TERS

Pa ram e ter Value

Cap il lary volt age 4200 V

Fragmentor volt age 100 V

Co rona cur rent 5 µA

Dry ing gas tem per a ture 320°C

Vapor iser tem per a ture 320°C

 In or der to re move pos si ble res i dues that are the re -
sult of con tact of hair with the ex ter nal en vi ron ment
that could con tain benzodiazepines, hair was sub jected 
to wash ing. The de con tam i na tion stage con sisted in
wash ing hair twice with meth y lene chlo ride for 5 min -
utes. Hair was spread out and dried at room tem per a -
ture. Be fore be gin ning ex trac tion, hair was sub jected
to ho mogeni sa tion. To this end hair was cut with scis -
sors into short seg ments (1–2 mm), and then ground in
a ball mill. The pro cess of ex trac tion is pre sented be -
low.

To 50 mg ground hair was added 200 µl phos phate
buffer (pH 7.4) and 20 µl of in ter nal stan dard at a con -
cen tra tion of 2.5 µg/ml (prazepam). Hair was com -
pletely dis solved in phos phate buffer at a tem per a ture
of 40°C for 24 h. Ex trac tion was per formed with 1 ml
diisopropyl ether by shak ing the sam ple on a shaker
for 30 s. The sam ple was cen tri fuged at 6000 rpm.
600 µl was taken for evap o ra tion un der a stream of ni -
tro gen and the dry res i due was dis solved in 50 µl of
mo bile phase (50:50).

Sep a ra tion was per formed us ing a LiChroCART
(125 ´ 4 mm) col umn with LiChrospher RP se lect B
phase (Merck). The flow rate of the mo bile phase was
1 ml/min. Gra di ent con di tions were ap plied (Ta ble II).
20 µl-in jec tions were ex e cuted by autosampler. The
mo bile phase con sisted of 0.1% for mic acid in aceto -
nitrile (B) and in wa ter (A). 

TA BLE II. GRA DI ENT PRO FILE IN THE LC-MS METHOD

Time [min] Phase [B]

0 30

15 70

16 30

21 30

3. Val i da tion

The elab o rated method was val i dated us ing a com -
puter pro gram named Val i da tion Man ager (Merck) to
aid in cal cu la tions. Within and be tween group pre ci -
sion was cal cu lated on the ba sis of a se ries of six rep e -
ti tions (n = 6) of anal y ses of hair en riched with
a mix ture of benzodiazepines at con cen tra tions of 0.2
or 0.5 ng/ml. Se ries were re peated over three days
(p = 3). The ana lysed con cen tra tion was cho sen tak ing
into ac count the con cen tra tions used for ther a peu tic
pur poses. For clonazepam, estazolam, nitrazepam, flu -
nitrazepam are taken at lower doses than the rest of the
ana lysed benzodiazepines. The ob tained re sults are
pre sented in Ta ble III.

With the ex cep tion of clorazepate, for which re -
peat abil ity amounted to CVwg 30%, other val ues of CV
were sat is fac tory. It should be noted that clorazepate
oc curs as a so dium salt, 80% of which un der goes
decarboxylation in the stom ach to nordiazepam.
Clorazepate in take is thus con firmed most of ten
through dem on strat ing the pres ence of nordiazepam.
Stud ies of lin ear ity have shown that in all cases the de -
ter mi na tion co ef fi cient was higher than 0.95 in the
tested con cen tra tion ranges. Ap pro pri ate equa tions
and their de ter mi na tion co ef fi cients are pre sented in
Ta ble IV.
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Fig. 1. Op ti mi sa tion of sol vent type for ex trac tion of group II (1 – diisopropyl ether,
2 – di ethyl ether, 3 – n-butyl chlo ride, 4 – n-propyl chlo ride, 5 – n-pentane, 6 – n-hex ane).



The limit of de tec tion LOD was be low 50 pg/mg,
and in the case of flunitrazepam be low 10 pg/mg. It
was es tab lished that de ter mi na tions would be per for -
med in the range 0.25–5 (10) ng/mg, al though from
anal y ses of pre ci sion and ac cu racy it can be con cluded
that re peat abil ity for con cen tra tions of the or der of
0.2 ng/ml is char ac ter ised by val ues of CV be low 20%
and thus these con cen tra tions can be de ter mined.

4. Re sults

The elab o rated method was used for anal y sis of
real sam ples taken from two per sons (drug ad dicts),
who were known to take benzodiazepines. Anal y sis of
the first seg ment of length 2 cm showed the pres ence
of drugs from the benzo diaz epine group. 

In per son I, the fol low ing were de tected: flunitra -
zepam 0.7 ng/mg, nordiazepam 1.0 ng/mg, oxazepam
0.5 ng/mg, di az e pam 0.9 ng/mg, temazepam < 0.1 ng/mg
(about 0.05 ng/ml). In per son II, the fol low ing were de -
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TA BLE III. PRE CI SION OB TAINED DUR ING VAL I DA TION (CV [%], AS SAY NUM BER n = 6; GROUP NUM BER p = 3). 

Benzo diaz epine CVwg

[%]
CVbg

[%]
CVtg

[%]
Tar get
con cen tra tion
[ng/mg]

Cal cu lated
con cen tra tion
[ng/mg]

Clonazepam 19 22 29 0.2 0.19

Clorazepate 30 38 49 0.2 0.18

Di az e pam 8 15 17 0.5 0.48

Estazolam 12 17 21 0.2 0.19

Flunitrazepam 10 11 16 0.2 0.18

Lorazepam 6 13 15 0.5 0.47

Nitrazepam 12 16 20 0.2 0.18

Nordiazepam 9 13 16 0.5 0.50

Oxazepam 8 26 28 0.5 0.47

Temazepam 10 9 14 0.5 0.49

Prazepam (IS) – – – 1 –

CVwg – within-group co ef fi cient of vari a tion; CVbg – be tween-group co ef fi cient of vari a tion; CVtg – to tal co ef fi cient of vari a tion.

TA BLE IV. CAL I BRA TION CURVE EQUA TIONS AND THEIR CO EF FI CIENTS OF DE TER MI NA TION

Benzo diaz epine Cal i bra tion line equa tion De ter mi na tion co ef fi cient

Clonazepam y = 0.649×x – 0.006 0.965

Clorazepate y = 0.529×x – 0.007 0.979

Di az e pam y = 5.744×x – 1.033 0.995

Estazolam y = 0.501×x – 0.011 0.951

Flunitrazepam y = 1.905×x – 0.051 0.956

Lorazepam y = 1.774×x – 0.104 0.998

Nitrazepam y = 0.585×x – 0.004 0.985

Nordiazepam y = 0.477×x – 0.056 0.994

Oksazepam y = 1.135×10–4×x – 6.054×10–6 0.993

Temazepam y = 7.704×x – 0.840 0.993
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Fig. 2. Chromatograms ob tained for anal y sis of hair taken from per son II. 



tected: nordiazepam 1.3 ng/mg, di az e pam 3.0 ng/mg,
oxazepam < 0.1 ng/mg, temazepam < 0.1 ng/mg,
flunitrazepam < 0.1 ng/mg (Fig ure 2). Be cause of the
small amount of hair, a sin gle sam ple of mass 50 mg
was pre pared for anal y ses. De ter mined con cen tra tions
were typ i cal for per sons who reg u larly (for ther a peu tic 
pur poses) take benzodiazepines. As the quoted lit er a -
ture shows, con cen tra tions of this or der are also re -
corded in drug-ad dicts.

5. Con clu sions

The pre sented method can be used for hair anal y sis
for the pres ence of benzodiazepines used for ther a peu -
tic pur poses (a few weeks ther apy) or for mon i tor ing
per sons abus ing drugs from this group. Low con cen -
tra tions in hair af ter a sin gle dose, es pe cially in the
case of benzodiazepines, whose doses are low
(e.g. flurazepam, flunitrazepam or lorazepam) make it
im pos si ble or dif fi cult to use this method be cause – as
the quoted pa pers show – their con cen tra tions are be -
low the limit of quan ti fi ca tion in the pre sented method. 
Be cause of the long bi o log i cal half-life of benzo dia -
zepines, their ef fects can last for sev eral days af ter the
end of ther apy. 

The an swer to the ques tion con cern ing whether
a sus pect was be ing treated with benzodiazepines at
the mo ment of the ac ci dent can be ob tained upon anal -
y sis of an ap pro pri ate seg ment of hair. Thus, the de -
scribed method should be use ful for test ing driv ers,
when ap pro pri ate changes in the law make it pos si ble
to use the re sults of this kind of anal y sis.

Hair can be and is used (Aus tria, Ger many) for the
pur pose of test ing driv ers be fore is su ing or re new ing
a driv ing li cense. It serves as a com ple men tary ma te -
rial, sup ple ment ing body flu ids such as blood, urine
and sa liva, and, fur ther more, serves as ad di tional ma -
te rial aid ing in in ter pre ta tion in med i cal ex am i na tions.
The re sults of hair anal y ses can also be used in ep i de -
mi o log i cal stud ies of driv ers [10]. In this re spect, they
are sig nif i cantly better than other types of ma te rial,
both as a com ple men tary ma te rial and as a means of
ver i fy ing the au then tic ity of an swers of sur veyed
drivers. 
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1. Wstêp

Wy nik ba dan ia w³osów na ob ecn oœæ œr odk ów odu -
rzaj¹cych i (lub) sub stanc ji psy chot ropo wych po siada
wie le za let w po równaniu z wy nik ami ba dañ np. mo czu
lub krwi. Po wolne odk³ad an ie siê anal itu we wzra sta -
j¹cym w³osie po wod uje, ¿e anal izuj¹c od pow iedni seg -
ment w³osa, mo¿ na wyk ryæ sub stanc je przyj mow ane
kil ka mie siêcy wcz eœniej. Prz eciêtnie anal izu je siê w³osy, 
któr ych d³ugoœæ od pow iada sz eœc iomi esiêcznemu  okre -
so wi przyj mow ania narko tyk ów, a wiêc oko³o 6–10 cm.
Z prak tyczn ego pun ku wi dzen ia w³osy s¹ do brym  ma -
teria ³em do anal izy, gdy¿ ich po bier anie jest pro ste, po -
dobn ie jak pr zewo ¿enie i prze chow ywa nie. W³osy do
badañ po biera siê z tyl nej czê œci g³owy, gdy¿ wów czas
cha rakt ery zuj¹ siê naj mniejsz¹ zmi ennoœci¹ wzro stu oraz 
wp³ywem proc esów sta rzen ia oraz wp³ywu p³ci. Pro -
blem em mo¿e byæ na tom iast po siad anie od pow iedni ej
 iloœ ci w³osów do anal izy (100–150 mg). Uzys kanie ich
spra wia, ¿e nale ¿y pobr aæ ca³kiem spo ry pêk w³osów od
osoby ba dan ej (gr ubo œci o³ówka). Na le¿y pa miê taæ, i¿
1 cm w³osa wa¿y je dyn ie oko³o 0,05 mg. W¹tp liw oœci, ja -
kie mog¹ siê po jawiæ, do tycz¹ ró wnie¿ zja wis ka  konta -
mi nacji oraz in terp reta cji uzys kany ch wyni ków. Tak¿e
za biegi pi elêg nacyjne mog¹ w zna czy spo sób wp³yn¹æ na 
wy nik anal izy [11]. 

Opró cz badañ w³osów na obec noœæ ty pow ych  œrod -
ków odu rzaj¹cych i sub stanc ji psy chot ropo wych,  bada -
niami obejm uje siê równi e¿ leki np. z gru py ben zod ia-
ze pin. Spo wod owa ne jest to ich wp³ywem na spr awn oœæ
psy chom oto ryc zn¹ kie rowcy. Ben zod iaze piny s¹ wy mie -
n iane w roz porz¹dze niu Mi nis tra Zdro wia z dnia
11.06.2003 r. do tycz¹cym spo sobu prze prow adz ania ba -
dañ na obec noœæ sub stanc ji po dobn ie dzia³aj¹cych do al -
koh olu. Uw a¿a siê, ¿e u ki ero wców sz cze gól ne nie bez-
pie czeñstwo spo wod owa nia wy padku wy stêp uje pod czas 
pierw szych dwóch ty god ni sto sow ania nie któ rych ben -
zod iaze pin. Ba dan ia ki ero wców na ob ecn oœæ  benzo dia -
zepin na bier aj¹ sz czeg ólnego zna czen ia w œwi etle wy ni-
ków bad añ kie rowc ów po dejr zany ch o pro wad zenie  po -
jazdów pod wp³ywem sub stanc ji psy choa kty wnych. Leki 
z tej gru py wy kryw ane s¹ w co trze cim przy padku,
a w ba dan iach prze siew owy ch kier owców, któr zy nie
bra li udzia³u w wy padk ach dro gow ych, licz ba prób ek po -
zyt ywny ch sta nowi 3%. 

Po chodne ben zod iaze piny nal e¿¹ do gru py lek ów
psy chot ropo wych; dzia³aj¹ g³ówn ie uspok ajaj¹co, na sen -
n ie i pr zeci wlêkowo, ³atwo pro wadz¹ do uza le¿nienia

psy chiczn ego i fi zyczn ego. Nag³e od staw ienie le ków
z tej gru py mo¿e spo wodowaæ wyst¹pie nie obj awów abs -
tyn encji (drgaw ki). Le czen ie be zsen noœci lub przy naj -
mn iej jej za pob iega nie z u¿ yci em ben zod iaze pin jest
bar dzo po wszechn ym zja wis kiem w Pol sce. Jest to gru pa
lek ów naj czêœciej sto sow ana w tego typu dol egliwoœ -
ciach. 

Me tod yka ba dañ ben zod iaze pin w p³ynach ustroj o -
wy ch jest do brze opis ana w prze ciw ieñstwie do me tod
ba dan ia w³osów, kt óre od kil ku lat ciesz¹ siê za int ere -
sow ani em  to ksy kol ogów s¹do wych. W ba dan iach ben -
zod iaze pin zar ówno chro mat ogr afia ga zowa z de tekcj¹
p³omien iowo-jo niz acy jn¹, jak i de tekcj¹ wy chwytu ele k -
tronów, okaza³y siê nie wys tarcz aj¹ce ze wzg lêdu na za -
równo bo gate t³o bio log iczne, jak i ni skie st ê¿enia ana -
litów. Oznac zanie ben zod iaze pin we w³osach wy kon y -
wa ne jest na jcz êœc iej przy u¿ yciu me tod im mun olo gic z -
nych [7, 8, 9] oraz przy u¿ yciu me tod chro mato gra -
ficz nych sprz ê¿o nych ze spek trom etri¹ mas. Ze wzgl êdu
na ni skie st ê¿enia znaczn¹ liczbê aplik acji sta nowi¹ me -
tody wy kor zyst uj¹ce che miczn¹ jon izacjê w try bie mo -
nit oro wan ia jo nów ujemn ych (np. GC-MS/NCI) lub
LC-MS/MS [1, 2, 4, 5]. 

Licz ba ben zod iaze pin obejm owa na ba dan iami jest
za zwyc zaj ma³a, co wy nika ra czej z prak tyczn ego punk tu 
wi dzen ia. Yegles, ba daj¹c w³osy po brane od 21 osób,
wy kaza³ ob ecn oœæ nor diaz epa mu w 20 przy padk ach, dia -
zep amu i oksa zea pmu w 15, a flu nit raze pamu w 8 przy -
padk ach. Mak sym alne stê ¿en ia tych lek ów wy nosi³y od-
po wiedn io 1,8 ng/mg, 2,2 ng/mg, 3,4 ng/mg oraz
9,5 ng/mg. W kon kluz ji au tor zy stwier dzili, ¿e nor diaz e -
pam jest naj czêœ ciej u¿y wanym le kiem sp oœród  benzo -
diazepin [12]. Ba dan ia w³osów na ob ecn oœæ ró ¿ny ch
grup sub stanc ji pro wad zone przez Kint za wy kaza³y
 obec noœæ ben zod iaze pin, któ rych stê ¿en ia wy nosi³y od
0,37 ng/mg dla ni traz epa mu oraz 2,41 dla nor diaz epa mu.
Z gru py tej obecne by³y równi e¿ dia zep am oraz flu nit ra -
ze pam. Ciri mele wy kaza³, ¿e st ê¿e nie lo raz epa mu wy -
znac zone me tod¹ LC-MS/NCI wzra sta³o w ba dan ych
przez nie go w³osach o d³ugoœci 16 cm od ich koñca do ce -
bulki od wa rtoœ ci 31 do 49 pg/mg [3]. Na tom iast ba dan ia
w³osów oc hot ników pro wad zone przez Ne grus za oraz
wspó³pr acow ników po pr zyjê ciu jed nor azo wej daw ki
klo naz epa mu wy kaza³y je dyn ie ob ecn oœæ 7-amin okl o -
naz epa mu w stê¿ eni ach poni ¿ej 10 pg/mg [6].

W ni niejs zej pra cy za prop ono wano pr oced urê  ozna -
czania ben zod iaze pin me tod¹ chro mat ogr afii cie czow ej
spr zê¿o nej ze spek trom etri¹ mas (LC-MS z wy kor zyst a -
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niem che miczn ej jo niz acji pod ci œni eni em at mosf ery -
cznym).

2. Ma ter ia³y i me tody

Za stos owa no na stêp uj¹ce wzor ce oraz od czynn iki:
oksa zep am, lo raz epam, nor diaz epam, klo raz epat,  tema -
ze pam, dia zep am, es taz olam, ni traz epam, klo naz epam,
flu nit raze pam, pra zep am (st dand ard we wnêt rzny) (Sig -
ma, Sta ny Zjed noc zone), acet oni tryl (Merck, Niem cy),
wodê ( desty lowana w de styl arce kwar cow ej), eter  di -
izopropylowy (Sig ma, Sta ny Zjed noc zone), fos for an
i wo dor ofo sfor an sodu (POCh, Pol ska) oraz kwas mr ów -
k owy (Ubic hem, Wiel ka Bry tan ia).

W ba dan iach u¿ yto chro mat ogr af cie czowy spr zê¿o -
ny ze spek trom etr em mas HP 1100 fir my Agil ent Tech -
nol ogi es. Apar at by³ wypo sa¿ony w komo rê do che -
micz nej jo niz acji pod ci œni eni em at mosf ery cznym
(APCI). Re jes trowa no sy gna³ po chodz¹cy od po zorn ych
jo nów mo lek ula rnych ba dan ej gru py ben zod iaze pin.

Opty mal iza cja wy bran ych pa rame trów me tody, w kt ó -
rej kry ter ium oceny sta nowi³a wys oko œæ piku da nego
anal itu, obejm owa³a:
– parametry spektrometru mas (napiêcie fragmentora,

temperatura odparowalnika, napiêcie kapilary, tem -
peratura gazu osuszaj¹cego, ciœnienie gazu nebuli -
zuj¹cego, pr¹d korony);

– parametry ekstrakcji (pH œrodowiska, rozpuszczalnik
czas ekstrakcji);

– warunki chromatograficzne (kolumna, profil gra dien tu).
Ba dan ia wp³ywu po szc zególnych pa ram etrów na in -

ten sywnoœæ sy gna³u anal itu wy kon ano tech nik¹ prze -
p³ywow ej anal izy wstrzy kow ej (FIA). W ta beli I za -
miesz czono uzys kane opty malne pa ram etry  spektro me -
tru mas.

Efekt em powy¿ ej opis any ch badañ by³ wybór eteru
dii zop ropy low ego jako eks trah enta (ry cina 1), od czynu
œr odow iska eks trakc ji o war toœci pH 6–7 oraz cza su eks -
trakc ji pow y¿ej 30 se kund.

Dla us uniêcia ewent ual nych po zos ta³oœci bêd¹cych
wy nik iem kon taktu w³osów z zew nêtr znym œrodowis -
kiem mog¹cym zaw ieraæ ben zod iaze piny, w³osy pod -
dano my ciu. Etap de kont ami nac ji po lega³ na dwu krot-
nym my ciu w³osów chlor kiem me tyl enu przez 5 min.
W³osy roz³o¿ ono i su szono w tem per atu rze po koj owej.
Przed przyst¹pie niem do eks trakc ji pod dano je ho mog e -
ni zac ji. W tym celu w³osy po ciê to no ¿yc zka mi na ma³e
od cinki (1–2 mm), a na stêp nie mie lono w m³ynie  kulo -
wym. Po ni¿ ej poda no prze bieg eks trakc ji.

Do 50 mg zmie lon ych w w³osów do dano 200 µl bu -
foru fos for ano wego (pH 7,4) i 20 µl stan dardu we wnêtrz -
nego o stê ¿en iu 2,5 µg/ml (pra zep am). W³osy roz twa-
rza no w bu for ze fos for ano wym w tem per atu rze 40°C
przez 24 go dziny. Ek stra kcjê prze prow adz ono z u¿ y ciem

1 ml eteru dii zop ropy low ego przez wstrz¹sa nie pr óbki na 
wstrz¹sar ce przez 30 s. Próbkê od wir owy wano przy
6000 obr/min. 600 µl po brano do od par owa nia w stru -
mien iu azotu, a po zos ta³oœæ roz puszc zano w 50 µl fazy
ru chom ej (50:50).

Roz dzia³ pro wad zono na ko lumn ie Li ChroC ART
(125 ´ 4 mm) z wype³nie niem Li Chros pher RP se lect B
fir my Merck. Natê¿enie przep³ywu fazy ru chom ej wy no -
si³o 1 ml/min. Sto sow ano elu cjê gra dient ow¹ (ta bela II).
Ws trz ykniêcia re aliz owa ne by³y przez au tom aty czny po -
dajn ik pr óbek i po siada³y 20 µl. Fazê ru chom¹ sta nowi³y:
woda (A), acet oni tryl (B) z do datk iem kwa su mr ów k o -
wego w ilo œci 1000 µl/l fazy A i B.

3. Walidacja

Oprac owan¹ metodê pod dano wa lid acji, sto suj¹c
kompu ter owy pro gram wspo mag aj¹cy ob lic zenia o na -
zwie Va lid ati on Me nag er fir my Merck. Precyzjê wew -
n¹trz- oraz miêdzygrupow¹ ob lic zono na pod staw ie se rii
sz eœciu po wtórzeñ (n = 6) anal iz w³osów wzbo gac ony ch
mie szan in¹ ben zod iaze pin o stê ¿en iu 0,2 lub 0,5 ng/mg.
Se rie po wtar zano w ci¹gu trzech dni (p = 3). Stê¿enie ba -
dane do brano na pod staw ie po dzia³u ze wz glêdu na wy -
sokoœæ st ê¿eñ te rap euty cznych. Klo naz epam, es taz olam,
ni traz epam, flu nit raze pam przyj mow ane s¹ bo wiem
w daw kach ni¿ szych ni¿ po zos ta³e ben zod iaze piny obj ête 
ba dan iami. Uzys kane wy niki za mieszc zono w ta beli III.

Z wyj¹tkiem klo raz epa tu, dla któ rego pow tar zal noœæ
wy nosi³a CVwg 30%, po zos ta³e wa rto œci CV by³y za daw a -
laj¹ce. Na le¿y za zna czyæ, ¿e klo raz epat wys têp uje w po -
staci soli po tas owej, kt óra ju¿ w ¿o³¹dku ulega w 80%
de karb oksy lac ji do nor diaz epa mu. Fakt prz yjêc ia  klora -
zepatu po twierd za siê wiêc na jczêœc iej po przez  wyka -
zanie ob ecn oœci nor diaz epa mu. Ba dan ia li nio woœci wy-
 kaza³y, ¿e we wszyst kich przy padk ach ich wspó³czyn nik
 deter mi nacji by³ wy ¿szy ni¿ 0,95 w ba dan ym za kres ie
 stê¿eñ. Od pow iednie ró wna nia wraz z wspó³czyn nik ami
 deter mi nacji za mieszc zono w ta blicy IV.

Gra nica de tekc ji LOD wy nosi³a po ni¿ ej 50 pg/mg,
a w przy padku flu nit raze pamu pon i¿ej 10 pg/mg. Za-
 ³o¿no, ¿e oznac zenia wy kon ywa ne bêd¹ w za kres ie
0,25–5 (10) ng/mg, choæ z ba dañ pre cyz ji i dok³adn oœci
mo¿ na wni osk owaæ, ¿e pow tar zalnoœæ dla stê ¿eñ rzê du
0,2 ng/mg cha rakt ery zuje siê war toœc iami CV pon i¿ej
20% i stê ¿enia te mog¹ byæ oznac zane.

4. Wyniki badañ

Oprac owan¹ metodê u¿yto do anal izy prób ek rze -
czyw ist ych po bran ych od dw óch osób (na rkom anów),
o kt órych wia domo by³o, ¿e przyj mowa³y ben zod iaze -
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piny. Anal iza pierw szego seg mentu o d³ugo œci 2 cm wy -
kaza³a ob ecn oœæ le ków z gru py ben zod iaze pin. 

U osoby I wy kryto: flu nit raze pam 0,7 ng/mg, nor -
diaz epam 1,0 ng/mg, oksa zep am 0,5 ng/mg, dia zep am
0,9 ng/mg, te maz epam < 0,1 ng/mg (oko³o 0,05 ng/mg).
U osoby II: nor diaz epam 1,3 ng/mg, dia zep am 3,0 ng/mg, 
oksa zep am < 0,1 ng/mg, te maz epam < 0,1 ng/mg, flu nit -
raze pam < 0,1 ng/mg (ry cina 2). Ze wz glê du na nie wielk¹ 
ilo œæ w³osów do bad añ  sporz¹dzo no po jed nej pró bce
o ma sie 50 mg. Wy znac zone st ê¿en ia by³y ty powe dla
osób re gul arnie (w ce lach te rap euty cznych) przyj mu j¹ -
cych ben zod iaze piny. Jak wy nika z cy tow ane go  piœ -
miennictwa, ró wni e¿ tej wi elk oœci st ê¿e nia re jes trowa ne
s¹ u na rko manów.

5. Wnioski

Za prez ento wana me toda na daje siê do anal izy w³o -
sów na obec noœæ ben zod iaze pin w przy padku sto so w ania 
ich w ce lach te rap euty cznych (kil kut ygo dni owa te rap ia)
lub mo nit oro wan ia osób na du¿ ywaj¹cych leki z tej gru -
py. Ni skie st ê¿enia we w³osach po jed nor azo wym prz yjê -
ciu szc zeg óln ie w przy padku ben zod iaze pin, któ rych
daw ki s¹ ni skie (np. flu raz epam, flu nit raze pam lub  lora -
zepam) un iem o¿l iwia lub w znacz nym stop niu utrudn ia
sto sow anie tej me tody, gdy¿ – jak wy nika z cy tow any ch
prac – st ê¿e nia ich s¹ ni ¿sze ni¿ gra nice ozn acz alnoœci
w pre zent owa nej me tod zie. Po nie wa¿ ben zod iaze piny
cha rakt ery zuj¹ siê d³ugimi bio log iczny mi okres ami pó³-
 trwa nia, to ich wp³yw mo¿e utrz ymywaæ siê przez kil ka
dni po zak oñczeniu te rap ii. Od pow iedŸ na py tan ie, czy
w chwi li zda rzen ia po dejr zany znaj dowa³ siê w trak cie le -
czen ia ben zod iaze pin ami, mo¿e byæ udziel ona na pod -
staw ie ba d añ od pow iedni ego frag mentu w³osów. Opi -
sana  meto dyka ba dan ia w³osów po winna wiêc ok azaæ siê
przy datna w ba dan iach ki ero wców, gdy od pow iednie
zmia ny w pra wie umo ¿liwi¹ wy kor zyst anie wy nik ów ta -
kiej  ana lizy.

W³osy mog¹ byæ i s¹ wy kor zyst ywane (Niem cy,
 Austria) w ce lach kon troli (bad añ) kie rowc ów przed wy -
dan iem lub zwro tem pra wa jaz dy. Sta nowi¹ one ma ter ia³
kom ple ment arny zar ówno dla p³ynów ustroj owy ch ta -
kich jak krew, mocz oraz œl ina, ale ró wnie¿ pod wzg lê -
dem in terp reta cyj nym do ba dan ia le kars kiego. Wy niki
ba dañ w³osów mog¹ byæ ta k¿e wy kor zyst ywane w ba -
dan iach epid emi olog icz nych wœród kier owc ów [10]. Pod 
tym wzgl êdem znacz nie przew y¿szaj¹ one inne ro dzaje
ma ter ia³ów, ró wni e¿ jako elem ent uzupe³niaj¹cy b¹dŸ
we ryf ikuj¹cy prawdziwoœæ deklaracji ankietowanych
kierowców.    
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