
1. In tro duc tion    *   

Al most all civili sa tions have used spe cific sub -
stances to evoke plea sure, re lieve pain and al le vi ate
tired ness and anx i ety off. One of the first known nat u -
ral psy cho ac tive sub stances was Can na bis.

Can na bis is a plant from which psy cho ac tive prod -
ucts: hash ish and mar i juana can be ob tained. They have
been known in An cient China for as long as 5000 years,
and used as a me dium for spir i tual in spi ra tion. In the
Med i ter ra nean ba sin Can na bis ap peared to gether with 
the prop a ga tion of Is lam around the 7th cen tury. In Eu -
rope hash ish be came known af ter Na po leon’s ex pe di -

tions to Egypt. Af ter a wide spread ad dic tion prob lem,
in the year 1800 it be came il le gal among Na po leon’s
army. At pres ent, Can na bis is used for non-med i cal
pur poses all over the world [1, 5]. “An nual re port on
the state of the drugs prob lem in Eu rope” pub lished in
2005 states that Can na bis is the most com mon il licit
drug on our con ti nent. The num ber of young peo ple
us ing mar i juana and hash ish is still in creas ing. 11% to
44% Eu ro pe ans aged 15–34 ad mits to hav ing tried
Can na bis at least once [4]. In Po land, the Act on Coun -
ter act ing Drug Ad dic tion of 29 July 2005 clas si fies
Can na bis hemp and resin as well as de coc tions, tinc -
tures, and ex tracts as nar cot ics in group I-N. D9-tetra-
hydrocannabinol (9THC, THC) is the pri mary psy cho -
ac tive agent of Can na bis and is listed in group II-P.

Le gal lim i ta tions, re stricted ac cess and costs of
con trolled sub stances push peo ple ad dicted to drugs to
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seek new al ter na tive sources of in tox i ca tion. Now a -
days, night shades are be com ing in creas ingly pop u lar.
The most pop u lar are Datura stramonium, Atropa bel -
la donna, hen bane such as Hyoscyamus niger and
mandragora. 

The above men tioned plants have been used for
cen tu ries in folk cer e mo nies, med i cine, and in an cient
and me di eval times were ap plied as poi sons. They
were also con sid ered to have mag i cal prop er ties which 
linked them to “black magic”. They are men tioned in
the Old Tes ta ment (Gen e sis: 30,14–17, Song of Sol o -
mon 7,14) as well as in Shake speare’s plays (An thony
and Cle o pa tra, act I, scene 5; Ro meo and Juliet, act IV,
scene 3).

In re cent years there have been many cases of in -
tox i ca tion caused mostly by Datura stramonium. The
pop u lar ity of these plants is based on their easy avail -
abil ity, and pos si bil ity of cul ti va tion with out any le gal
im pli ca tions. Datura is a pop u lar gar den, ve randa and
ter race dec o ra tion. There have been many press and
internet re ports on the ad min is tra tion of Datura for
rec re ational pur poses. Com ments in clude: “Datura can 
kill”, “Dev il ish herb dan ger ous again”, “Devil’s har -
vest”, “Dev il ish herb and al co hol – makes you stoned
for sure”. There are also many re ports from “trips” af -
ter ad min is tra tion of the these sub stances [3, 6], rec i -
pes for pre par ing smok ing mix tures, de coc tions and
tinc tures [2]. Young drug us ers usu ally drink wa ter
tinc tures, or chew leaves or seeds. Rarely, the leaves
are mixed with mar i juana and smoked in the form of
hand made cig a rettes. 

At ro pine, one of the fun da men tal con stit u ents of
these plant sub stances is ap plied in premedication be -
fore an aes the sia, in oph thal mol ogy in or der to di late
the pu pils of the eyes and countract cycloplegia, in car -
di ol ogy, and also as an an ti dote to phos phorous or -
ganic com pounds in tox i ca tion. Sco pol amine is used in 
med i cine in a sim i lar way. 

At ro pine and sco pol amine af fect the hu man or gan -
ism at low con cen tra tion/doses. A sin gle oral dose of
these med i cines is 0.4–1 mg and 0.4 mg re spec tively.
This pro duces low ther a peu ti cal blood con cen tra tions
(at ro pine – 2–100 ng ml–1, sco pol amine 0.3–20 ng ml–1).
Ad min is tra tion of Datura with an un known amount of
psy cho ac tive com pounds can lead their over dos ing. It
is of ten a prob lem for the fo ren sic tox i col o gist to con -
firm or ex clude ther a peu ti cal or rec re ational ad min is -
tra tion of these two al ka loids. 

The aim of the study was to develop meth ods for
de tec tion and de ter mi na tion of at ro pine and sco pol -
amine in bi o log i cal sam ples and their ap pli ca tion in
fo ren sic cases.

2. Ma te ri als and met hods

2.1. Bi o log i cal sam ples

Con trol blood sam ples were ob tained in a lo cal
blood bank in Krakow. Con trol urine sam ples were
col lected from per sons with no his tory of at ro pine and
sco pol amine ad min is tra tion. Con trol ma te rial was used
for de vel op ment and val i da tion of meth ods. Fo ren sic
case ma te ri als – blood and/or urine sam ples came from 
six cases where tox i co log i cal anal y sis for the pres ence
of at ro pine and sco pol amine was nec es sary.

2.2. Ma te ri als

At ro pine and sco pol amine stan dards (as free base
and hy dro chlo ride), in ter nal stan dards (IS): papa -
verine (PA) was ob tained from Sigma-Aldrich (War -
saw, Po land) fentanyl-d5 (FL-d5) was ob tained from
Cerilliant, LGC Promochem, (War saw, Po land). All
sol vents were of HPLC grade or better: non sta bi lised
di ethyl ether and ethyl ac e tate (Lach-Ner, Neratowice,
Czech Re pub lic), n-hex ane, n-butyl chlo ride and aceto-
nitrile (Merck, Darmstadt, Ger many), wa ter (J. T. Ba-
ker, Deventer, Hol land). All lab o ra tory glass ware used 
in an a lyt i cal pro ce dures was silanised.

2.3. Case study

Cases I – IV: Four teen ag ers were hos pi ta lised with 
syn dromes of in tox i ca tion. Dur ing anamnesis they ad -
mit ted to eat ing Datura seeds. Urine sam ples were col -
lected on the third day of hos pi ta li sa tion.

Case V: A man was shot in the head dur ing a po lice
pur suit. While be ing op er ated on, he was given at ro -
pine.

Case VI: An el derly man died in hos pi tal. He was
tak ing a pre scribed med i cine called Reasec over a long 
pe riod of time. It con tained at ro pine.

2.4. Meth ods

At ro pine and sco pol amine was iden ti fied and de -
ter mined us ing an HP 1100 Agilent Tech nol o gies liq -
uid chromatograph cou pled with mass spec trom e ter.
At mo spheric pres sure chem i cal ion is ation was ap plied 
(APCI). Anal y ses were per formed in sin gle ion mon i -
tor ing (SIM) mode. Par tic u lar pseudomo lec u lar ions
were mon i tored (m/z): 290 for at ro pine, 304 for sco -
pol amine, 342 for fentanyl-d5 and 340 for papaverine.

Sep a ra tion of analytes was per formed us ing
a LiChroCART LiChrospher 60 RP-se lect B col umn
man u fac tured by Merck, in gra di ent elu tion mode. As
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a mo bile phase, 0.1 % for mic acid in acetonitrile (A)
and in wa ter (B) was used. The mo bile phase flow was
1 ml min–1. The gra di ent was pro grammed in the fol -
low ing mode: 0 min – 10% B, 7 min – 70% B, 15 min – 
70% B, 16 min – 10% B, 20 min – 10% B.

2.5. Ex trac tion pro ce dure

Cal i bra tion curves were pre pared af ter anal y sis of
stan dard spiked con trol urine and blood sam ples. For
at ro pine and sco pol amine, an eight point curve was
drawn: in urine – 2.5; 5; 10; 15; 20; 30; 40 and 50
ng/ml and in blood 0.5; 1; 2,5; 5; 10; 15; 20 and 25
ng/ml re spec tively. Papaverine and fentanyl were used 
as IS at con cen tra tion of 5 ng ml–1. Af ter this, analytes
were ex tracted from urine and blood us ing liq uid-liq -
uid ex trac tion (LLE) as fol lows: to a glass 20 ml tube,
1 ml of sam ple (urine blood) was added and spiked
with IS. Then 1 ml of phos phate buffer (pH 11 – blood, 
pH 10 – urine) was added and the mix ture was ex -
tracted with 5 ml of di ethyl ether. The next step was

centrifugation for 5 min at 4000 RPM. 4 ml of or ganic
layer was trans ferred to an other tube and evap o rated at 
40oC un der a stream of ni tro gen to ob tain ca 1.5 ml.
The re duced vol ume of or ganic layer was trans ferred
to a 2 ml glass bot tle and evap o rated to dry ness as
above. The dry res i due was re con sti tuted in 100 ml of
mo bile phase. 20 ml of the so lu tion was in jected onto
a col umn us ing an autosampler. 

3. Re sults and di scuss ion

Op ti mi sa tion of mass spec trom e ter pa ram e ters was
per formed in or der to ob tain the high est in ten sity of
ions spe cific to analytes. Op ti mal val ues were as fol -
lows: fragmentor volt age – 100 V, vapor iser tem per a -
ture – 350oC, cap il lary volt age – 4000 V, co rona
cur rent – 4 mA, pres sure – 40 PSI, gas flow 5 l/min,
shield gas flow – 5 l/min.

The next step was to op ti mise the ex trac tion pro ce -
dure of at ro pine and sco pol amine from blood. The in -
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TA BLE I. THE INFLUENCE OF CARBONATE BUFFER pH IN CONJUNCTION WITH EXTRACTION SOLVENTS ON

EFFICIENCY AND REPRODUCIBILITY OF ATROPINE (AT) AND SCOPOLAMINE (SK) EXTRACTION FROM

BLOOD SAMPLES

AT SK AT SK AT SK AT SK

Di ethyl ether Ethyl ac e tate n-hex ane 1-chlorobutane

Car bon ate buffer, pH 9

PA 1.76
± 0.06
(3.6%)

1.53
± 0.08
(5.4%)

1.06
± 0.18
(16.6 %)

0.98
± 0.14
(14.3%)

- - 0.43
± 0.09
(21.5%)

0.39
± 0.10
(25.9%)

FL-d5 0.47
± 0.04
(7.9%)

0.41
± 0.02
(5.9%)

0.47
± 0.04
(8.9%)

0.43
± 0.03
(6.6%)

- - 0.16
± 0.02
(12.8%)

0.14
± 0.03
(18.6%)

Car bon ate buffer, pH 10

PA 1.48
± 0.38
(25.9%)

1.54
± 0.31
(20.3%)

0.85
± 0.16
(18.9%)

0.13
± 0.01
(5.3%)

- - 0.48
± 0.01
(2.01%)

0.07
± 0.01
(12.9%)

FL-d5 0.36
± 0.06
(17.7%)

0.38
± 0.10
(25.7%)

0.37
± 0.13
(34.0%)

0.05
± 0.01
(16.2%)

- - 0.14
± 0.01
( 4.65%)

0.020
± 0.002
(10.2%)

Car bon ate buffer, pH 11

PA 2.44
± 0.15
(6.2%)

2.31
± 0.10
(4.4%)

0.91
± 0.08
(8.4%)

0.89
± 0.13
(15.0%)

0.17
± 0.06
(38.5%)

0.11
± 0.05
(47.1%)

0.61
± 0.24
(39.6%)

0.59
± 0.22
(36.8%)

FL-d5 0.59
± 0.02
(3.1%)

0.56
± 0.02
(3.8%)

0.54
± 0.02
(4.1%)

0.53
± 0.04
(7.8%)

0.07
± 0.02
(28.5%)

0.05
± 0.02
(38.8%)

0.45
± 0.15
(32.5 %)

0.43
± 0.13
(29.5%)

– mean ± SD (RSD).



flu ence of pH and sol vent type on ex trac tion effi -
ciency, fi nal pu rity of ex tracts and re peat abil ity of ob -
tained re sults was stud ied. Fentanyl-d5 was used as the
IS, and papa verine as the ex ter nal stan dard (ES). Ex -
trac tion was per formed in car bon ate buffer me dium at
pH: 9, 10 and 11. Di ethyl ether, ethyl ac e tate, 1-chlo-
ro butane, and n-hex ane were used as ex trac tion sol -
vents. The choice of op ti mal ex trac tion con di tions was 
made on the ba sis of the high est ob tained value of
analyte/IS or analyte/ES sig nal ra tio. The next cri te -
rion was the reproducibility of re sults ex pressed as
stan dard de vi a tion (SD), and rel a tive stan dard de vi a -
tion (RSD).

The ob tained re sults (Ta ble I, Fig ures 1, 2) show
that in blood, the at ro pine and sco pol amine ex trac tion
pro cess is most ef fec tive for a car bon ate buffer pH 11,
with di ethyl ether as the ex trac tion agent. As for urine,
the most ef fec tive ex trac tion con di tions were for car -
bon ate buffer pH 11, and di ethyl ether, as in blood.

Ef fi ciency of ex trac tion pro cess was mea sured as
ra tio of an a lyt i cal sig nal (peak area) of analyte and IS
(fentanyl-d5, FL-d5) and/or ex ter nal stan dard (papa -
verine, PA). Reproducibility was ex pressed as SD and
RSD.

The elab o rated meth ods of at ro pine and sco pol -
amine de ter mi na tion in blood and urine were val i -
dated. Val i da tion pa ram e ters were cal cu lated such as
limit of de tec tion (LOD), limit of quantitation (LOQ),
determi- na tion co ef fi cient (R2) and ex trac tion ef fi ciency 
(at con cen tra tion of 5 ng ml–1, 20 ng ml–1 and IS at
5 ng ml–1), intra (n = 5) and inter-day (n = 5, p = 3) pre -
ci sion (CVw.g. i CVm.g.) (Ta ble II). Pre ci sion was cal cu -
lated for 5 ng ml–1 in blood and 20 ng ml–1 in urine at
con cen tra tion of IS of 5 ng ml–1. Meth ods showed lin ear -
ity over the whole con cen tra tion range: 0.5–25 ng ml–1

for blood and 2.5–50 ng ml–1 for urine.

TA BLE II. VALIDATION PARAMETERS

OF THE METHODS OF DETERMINATION

OF ATROPINE AND SCOPOLAMINE

IN BLOOD AND URINE

Val i da tion
pa ram e ter

Com pound

At ro pine Sco pol amine

LOD [ng ml-1] 1
2

0.3
0.6

0.2
1.8

LOQ [ng ml-1] 1
2

0.9
0.9

0.6
2.1

Ex trac tion
re cov ery [%]*

1
2

80
63

85
72

R2 1
2

0.986
0.987

0.998
0.987

CVw.g. [%] 1
2

6.8
5.0

7.5
5.4

CVm.g. [%] 1
2

16.2
5.8

11.0
6.9

LOD – limit of de tec tion; LOQ – limit of quan ti fi ca tion; R2 – de -
ter mi na tion co ef fi cient of lin ear re gres sion equa tion; 1 – ex trac -
tion from blood with di ethyl ether and car bon ate buffer (pH 11); 
2 – ex trac tion from urine with di ethyl ether and car bon ate
buffer (pH 10). 
* – re cov ery; 1 – Cstan dards = 5 ng/ml, 2 – Cstan dards = 20 ng/ml,
CIS(papaverine) = 5 ng/ml.
CVw.g. – intra-day pre ci sion, n = 5, CIS (papaverine) = 5 ng/ml,
1 – Cstan dards = 5 ng/ml, 2 – Cstan dards = 20 ng/ml. 
CVm.g. – inter-day pre ci sion, n = 15, CIS (papaverine) = 5 ng/ml,
1 – Cstan dards = 5 ng/ml, 2 – Cstan dards = 20 ng/ml.

Bi o log i cal sam ples col lected from pa tients in cases 
I–VI were sent to the In sti tute of Fo ren sic Re search in
or der to per form anal y ses for tox i co log i cal and clin i cal 
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diethyl ether acetic acetate n-hexane 1-chlorobutane
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Fig. 1. The in flu ence of car bon ate buffer pH in con junc tion
with ex trac tion sol vents on ex trac tion re cov ery of sco pol -
amine from blood sam ples. 
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Fig. 2. The in flu ence of car bon ate buffer pH in con junc tion
with ex trac tion sol vents on ex trac tion re cov ery of at ro pine
from blood sam ples.



pur poses with ap pli ca tion of elab o rated meth ods. Con -
cen tra tions de ter mined in urine sam ples (case I–IV)
were 28.5, 9, 2.3, and 54 ng ml–1. In one urine sam ple
sco pol amine was de tected and de ter mined at con cen -
tra tion. of 1.5 ng ml–1 (case I, Fig ure 3). At ro pine con -
cen tra tions were 19 ng ml–1 (case V) and 13 ng ml–1

(case VI, Fig ure 4). Ob tained val ues were within the
ther a peu ti cal range.

4. Sum mary

In Po land use of solanaceae, in par tic u lar Datura
stramonium in or der to in tox i cate is be com ing re ally
pop u lar. The de vel oped LC-MS-APCI meth ods for de -
ter mi na tion of at ro pine and sco pol amine in blood and
urine are used to con firm or ex clude the pos si bil ity of
over dos ing of these al ka loids af ter med i cal ap pli ca -
tions. They are also a prac ti cal tool for fo ren sic and
clin i cal tox i col ogy, where con fir ma tion of those com -
pounds in bi o log i cal sam ples af ter in tox i ca tion or
death is nec es sary. This is par tic u larly im por tant be -
cause of nu mer ous re ports that at ro pine is used as an
ad di tion to co caine and ec stasy sold on the Eu ro pean
drug mar ket. 
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Fig. 3. LC-MS/APCI chromatogram of the ex tract of a urine
sam ple taken from a pa tient (case I) three days af ter rec re -
ational use of Datura stramonium seeds.

Fig. 4. LC-MS/APCI chromatogram of the ex tract of a blood 
sam ple taken from a pa tient (case VI) who was un der treat -
ment by Reasec.



1. Wstêp    *  

Pra wie wszyst kie zna ne cy wil iza cje u¿ ywa³y ró ¿ny ch 
œr odk ów, kt óre wywo³ywa³y uczuc ie przyj emnoœci, ³ago -
d zi³y ból, usuwa³y zmêc zenie, prze ciwd zia³a³y nie pok o -
jo wi. Do naj wcz eœn iej po znan ych ro œlin za wier aj¹cych
sub stanc je uza le¿ni aj¹ce nal e¿¹ m.in. ko nop ie. 

Ko nop ie (Can nab is) s¹ su rowc em s³u¿¹cym do otrzy -
m ywa nia produk tów o dzia³aniu eu for yzuj¹cym ( haszy -
szu i ma rih uany). By³y one zna ne w Chi nach ok. 5 tys iêcy 
lat temu. W sta ro¿ytnej me dyc ynie Wscho du by³y sto -
sow ane jako œro dek in spir acji du chow ej. W re jon ie œr ód -
z iemnomorskim prze twory ko nopi po jawi³y siê oko³o
VII wie ku wraz z sze rzen iem siê is lamu. Do Eu ropy ha -
szysz zo sta³ spro wad zony pod czas wy praw Na pol eona
do Egiptu i wówcz as sta³ siê przy czyn¹ na³ogu. Wœród
wojsk napoleoñskich wy buch³a praw dziwa „ha szys zo -
ma nia”. W jej wy niku w 1800 r. Na pol eon za kaza³ u¿ y -
wa nia wy waru z ha szys zu. Obecn ie prze twory ko nopi
u¿ ywa ne s¹ w ce lach po zam edy cznych w wie lu  regio -
nach œwi ata [1, 5]. Spra wozd anie rocz ne 2005: „Stan pro -
blemu nar kot yko wego w Eu rop ie” in form uje, ¿e ko nop ie
s¹ naj bard ziej roz pow szechni onym nie leg alnym  œrod kiem
na na szym kon tyn encie. Licz ba m³odych osób u¿y wa -
j¹cych ko nopi sta le wzra sta. Obecn ie od 11% do
44% Euro p ejczyków w wie ku od 15 do 34 lat przy znaje,
¿e przy najmn iej raz prób owa³o prze tworów ko nopi [4].

W Pol sce ustawa o prze ciwd zia³aniu nar kom anii
z dnia 29 lip ca 2005 roku za lic za zie le i ¿yw icê ko nopi
oraz wy wary, na lewki i wyci¹gi z ko nopi in nych ni¿
w³ók niste do œr odków odu rzaj¹cych gru py I-N, a  D9-THC,
sk³ad nik psy choa kty wny w nich wys têpuj¹cy, do sub -
stanc ji psy chot ropo wych gru py II-P.

Ogran icz enia praw ne, utrudn iony dostêp oraz kosz ty
zwi¹zane ze zdo byc iem kon trol owa nych œro dków odu -
rzaj¹cych spra wiaj¹, ¿e osoby wpro wad zaj¹ce siê w stan
odu rzen ia co raz cz êœciej po szuk uj¹ no wych pr oduktów.
Obecn ie co raz wi êksz¹ po pularnoœci¹ ciesz¹ siê niektóre
roœliny z ro dziny psian kow aty ch za wier aj¹ce al kal oidy
tro pan owe. Do naj bard ziej po pul arny ch ro œlin na le¿¹ bie -
lun ie (np. bie luñ dzi êdz ierzawa – Da tura stra mon ium),
po krzyk wil cza ja goda (Atropa bel lad ona), lul ki (np. lu -
lek czar ny – Hy oscya mus ni ger) oraz man drag ora. Wspo m -
niane roœl iny by³y od wiek ów wy kor zyst ywane w ob rzê -
dach lu dow ych, w me dyc ynie, a w st aro ¿yt noœci i  œred -
nio wieczu sto sow ano je tak ¿e jako tru ciz ny. Roœ lin om
tym przy pis ywa no równ ie¿ ma giczne w³aœ ciwoœ ci, co
powodo wa³o, ¿e wi¹zane by³y z „czarn¹ magi¹”.

Wzmian ki o tych roœlin ach mo¿na znaleŸæ w tek stach
Sta rego Te stam entu (Ks iêga Ro dzaju: 30,14–17, Pi eœñ
nad  Pieœniami: 7,14), w sztu kach Wil liama Szek spira
(Anto - niusz i Kle opat ra: akt I, sce na 5, Ro meo i Ju lia: akt 
IV, sce na 3).

W ostatn ich la tach no tuje siê w wie lu re gion ach Pol -
ski przy padki wpro wad zania siê w stan odu rzen ia przede
wszyst kim za po moc¹ bie luni. Pop ula rnoœæ tych roœ lin
po lega na tym, ¿e mo ¿na je zr ywaæ i ho dow aæ bez  ¿ad -
nych kon sek wencji praw nych, a ich ogól na dost êpnoœæ
spra wia, ¿e koszt zdo byc ia jest ni ski lub na wet ze rowy.
Bie lun ie s¹ po pul arn¹ ozdob¹ ogródków, we rand i ta -
rasów. O ska li pro blemu nad u¿yw ania bie lun ia w ce lach
re krea cyjny ch mog¹ œw iadc zyæ doœæ licz ne do nies ienia
w pra sie czy te¿ w ser wis ach in tern eto wych. Dla po -
twierd zenia po wy¿sze go stwier dzen ia przy toc zono kil ka
przyk³adów tytu³ów ar tyku³ów pra sow ych: „Bie luñ mo¿e 
zab iæ”, „Dia bels kie zie le znów gro Ÿne”, „Dia bels kie ¿ni -
wo”, „Dia bels kie zie le” z al koh olem – od lot mu row any”.
Na stro nach in tern eto wych mo ¿na zn aleŸæ licz ne re lac je
z „pod ró¿y” po sp o¿y ciu pr odu któw ro œli nnych [3, 6],
spo soby przy got owa nia mie szan ek do pa len ia, wy war ów
czy na lew ek do pi cia wraz z ich jed nor azo wymi dzia -
³aj¹cymi por cjami [2]. M³odzi kon sum enci nar kot yków
w celu wywo³ania ha luc yna cji za zwyc zaj pij¹ wod ne wy -
wary z ma ter ia³u ro œli nnego lub te¿ ¿uj¹ li œcie lub na -
siona. Spo rad ycznie liœ cie po zmie szan iu z ma rih uan¹ s¹
pa lone w po staci rê cznie ro bion ych papierosów. 

Atrop ina, je den z pod staw owy ch sk³adn ików tych
roœ lin, jest sto sow ana w pre med yka cji przed anes tezj¹,
w okul ist yce w celu roz szer zenia Ÿre nic i por a¿en ia ako -
m oda cji, w kar diol ogii, a tak ¿e jako od trutka w  zatru -
ciach zwi¹zka mi fos for oor gan icz nymi. Dru gi sk³ad nik –
sko pol ami na znaj duje po dobne do atrop iny za stos owa nie 
w me dyc ynie.

Atrop ina i sko pol ami na dzia³aj¹ na or gan izm w ni s -
kich daw kach. Jed nor azo wa do ustna daw ka tych lek ów
wy nosi od pow iednio 0,4–1 mg i 0,4 mg, co skut kuje ich
ni skimi st ê¿en iami te rap euty cznymi we krwi (atrop ina –
2–100 ng/ml, sko pol ami na – 0,3–20 ng/ml). Przyj mow a -
nie bie lun ia o nie znan ej zaw arto œci sk³adn ików czyn nych 
najc zêœciej pro wad zi do ich przedaw kow ania. Czêsto za -
dan iem tok syk olo ga s¹do wego – anal ity ka jest  wyklu -
czenie albo po twierd zenie te rap euty cznego lub re kre -
acyjn ego przedaw kow ania tych dwóch alkaloi dów. 

Ce lem ni niejs zej pra cy by³o oprac owa nie me tod wy -
kryw ania i oznac zania atrop iny i sko pol ami ny w p³ynach
ustroj owy ch oraz ich za stos owa nie w prak tyce  eksperc -
kiej.
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2. Ma ter ia³y i me tody

2.1. Ma ter ia³ bio log iczny

Pró by kon trol ne krwi uzys kano ze sta cji  krwiodaw -
stwa w Kra kow ie. Pró by kon trol ne mo czu po brano od
osób, kt óre nie za ¿ywa³y atrop iny i sko pol ami ny. Pró by te
wy kor zyst ywano pod czas oprac owy wan ia i wa lid acji me -
tod. 

Ma ter ia³ eks percki – pró by krwi i (lub) mo czu – po -
chod zi³ z sz eœciu pr zypa dków, w kt órych ko nieczne by³o
prze prow adz enie badañ tok syk olo gic znych na obe cno œæ
atrop iny i sko pol ami ny.

2.2. Od czynn iki

Jako sub stanc je wzor cowe za stos owa no at ropi nê i sk o -
pol ami nê (w po staci od pow iednio wol nej za sady i chlo -
row odo rku) fir my Sig ma-Al dr ich (War szawa, Pol ska).
Jako stan dardy wewn êtrz ne (IS) sto sow ano pap awe rynê
(PA) po chodz¹c¹ z tej sa mej fir my oraz fen tan yl-d5

(FL-d5) (Ce rill iant, LGC Pro moc hem, War szawa, Pol -
ska). Wszyst kie roz puszc zalni ki by³y czy stoœci do anal i -
zy HPLC: nie stab ili zow any eter diety lowy i octan etylu
(Lach-Ner, Ne rat owi ce, Cze chy), n-hek san, chlo rek n-bu -
tylu i acet oni tryl (Merck, Darm stadt, Niem cy) oraz woda
(J. T. Ba ker, Deven ter, Ho land ia). U¿ ywane szkla ne pro -
bó wki i bu tel eczki by³y si lan izo wane przed u¿y ciem.

2.3. Opis przypadków

Przy pad ek I–IV: Czte rej kil kun ast olet ni ch³opcy zo -
stali pr zyjê ci do szpi tala z ob jaw ami za truc ia. Pod czas
wy wiadu przy znali siê, ¿e je dli na siona bie lun ia. Mocz
po brano do ba dañ w trze cim dniu ho spit ali zac ji.

Przy pad ek V: Mê¿c zyz na pod czas poœ cigu po lic yjne -
go zo sta³ po strzel ony w g³owê. W cza sie za biegu oper a -
cy jnego po daw ano mu m.in. at rop inê. 

Przy pad ek VI: Star szy mê¿c zyzna zmar³ w szpi talu.
Przez d³u¿szy czas przyj mowa³ prze pis any przez le kar za
pre par at o na zwie Re asec za wier aj¹cy atropinê. 

2.4. Me tody

At rop inê i sk opo lam inê ident yfi kow ano i oznac zano
za po moc¹ chro mat ogr afu cie czow ego HP 1100 fir my
Agi l ent Tech nol ogi es sprz ê¿o nego ze spek trom etr em mas. 
Sto sow ano che miczn¹ jon izacjê pod ciœ nieniem  at mos f -
ery cznym (APCI). Oznac zenia pro wad zono w try bie mo -
ni tor owa nia wy bran ych jo nów (SIM). Mo nit oro wano jo -
ny pseu dom ole kul arne (m/z) dla: atrop iny – 290,  skopo -
laminy – 304, fen tan ylu-d5 – 342 oraz pa paw ery ny – 340.

Roz dzia³ ana litów prze prow adz ano na ko lumn ie Li -
ChroC ART Li Chros pher 60 RP-se lect B fir my Merck
w sys tem ie eluc ji gra dient owej. Jako fazê ru chom¹ sto -

sow ano 0,1% (v/v) kwas mró wko wy w acet oni try lu (B)
i wo dzie (A). Przep³yw fazy ru chom ej wy nosi³ 1 ml/min.
Gra dient sk³adu fazy za prog ramo wano w na stêp uj¹cy
 spo sób: 0 min – 10% B, 7 min – 70% B, 15 min – 70% B,
16 min – 10% B, 20 min – 10% B.

2.5. Pro ced ura eks trakc ji

Krzy we ka lib racy jne wy kon ano, sto suj¹c pró by kon -
trol ne mo czu i krwi z do datk iem ro ztwo rów  wzorco -
wych. Za stos owa no na stêp uj¹ce st ê¿en ia atrop iny i sko -
po lam iny: 2,5; 5; 10; 15; 20; 30; 40 i 50 ng/ml w mo czu
oraz 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 15; 20 i 25 ng/ml we krwi.  Dodat -
ko wo do ka ¿dej pr óbki do daw ano pa paw ery nê i  fenta -
nyl-d5 jako IS (10 µl roz tworu o stê ¿eniu 500 ng/ml).
Nas têpn ie pró bki krwi i mo czu pod daw ano eks trakc ji
ciecz-ciecz wed³ug pro ced ury poda nej poni ¿ej.

W 20 ml szkla nej fiol ce umieszc zano po 1 ml  bada -
nego ma ter ia³u (krwi, mo czu) i do daw ano ro ztw ór IS. Po
do dan iu 1 ml bu foru wê gla nowego (pH 11 – krew,
pH 10 – mocz) mi esz aninê eks trah owa no 5 ml eteru di -
ety lo w ego. Nastê pnie miesz ani nê wi row ano przez 5 mi -
nut przy 4000 obr/min. 4 ml war stwy or gan icznej prze -
no szono do ko lejn ej fiolki i od par owy wano w tem per atu -
rze 40oC pod stru mien iem azotu do objê toœci ok. 1,5 ml.
Zre duk owan¹ obj êto œæ war stwy or gan icznej prze nos zo -
no do 2 ml szkla nej fiolki i od par owy wano do su cha
w tem per atu rze 40oC pod stru mien iem azotu. Such¹ po -
zos ta³oœæ roz puszc zano w 100 ml fazy ru chom ej i 20 ml
roz tworu wpro wad zano do ko lumny chroma tog rafi cznej
za po moc¹ au tom aty cznego po dajn ika pr óbek. 

3. Wy niki i ich dys kus ja

Prze prow adz ono opty mali zac jê para metr ów de tekt o -
ra ma sow ego w celu ok reœ len ia wa run ków, dla ja kich
uzys kiwa ne bêd¹ jony o najw iêks zej inte nsyw noœ ci.
Opty mal ne wart oœci para metr ów de tekt ora ma sow ego
wy nosi³y: na piê cie frag ment ora – 100 V, napi êcie ka pil a -
ry – 4000 V, tem per atu ra od par owa lnika – 350°C, pr¹d
ig³y ko ron owej – 4 mA, ci œni enie – 40 psi, przep³yw
gazów roz pyl aj¹cego i osus zaj¹cego – 5 l/min.

W ko lejn ym etap ie zop tym ali zow ano tec hni kê eks -
trakc ji ciecz-ciecz atrop iny i sko pol ami ny z prób krwi.
Zba dano wp³yw pH œro dow iska eks trakc ji oraz ro dzaj za -
stos owa nego roz puszc zalni ka eks trah uj¹cego na  efek -
tyw noœæ wy izol owy wan ia an alit ów, cz ysto œæ ek stra któw
oraz po wtar zal noœæ uzys kiwa nych wyni ków. Jako IS u¿y -
to fen tan ylu-d5, a pap awe rynê za stos owa no jako stan dard 
zewn êtrzny. Ekst rakcjê wy kon ywa no w ob ecn oœci bu -
foru wê gla nowego o na stê puj¹cych wa rto œciach pH:
9, 10 i 11. Na tom iast jako roz puszc zalni ki eks trah uj¹ce
sto sow ano: eter diety lowy, octan etylu, 1-chlo rob utan
oraz n-hek san. Przy wy bor ze naj bard ziej opty maln ych
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 wa run ków eks trakc ji bra no pod uwa gê war toœæ sto sunku
 syg na³u po chodz¹cego od ba dan ego anal itu do IS, kt ó -
rym by³ fen tan yl-d5 i (lub) stan dardu zewn êtrz nego, czy li
pa paw ery ny. Ko lejn ym kry ter ium wy boru by³a po wta -
rzalnoœæ uzys kany ch wyni ków wyra ¿ona jako od chyl e -
nie stan dard owe i wzgl êdne od chyl enie stan dard owe. 

Uzys kane wy niki (ta bela I, ry cina 1 i 2) wska zuj¹, ¿e
pro ces eks trakc ji sko pol ami ny i atrop iny z prób krwi za -
chod zi³ naj bard ziej efekt ywnie w obecn oœci bu foru wê -
gla nowego o pH 11 i eteru diety low ego jako roz pusz-
czal nika eks trah uj¹cego. Nal e¿y dod aæ, ¿e dla mo czu naj -
kor zystni ejszy mi wa runk ami eks trakc ji okaza³ siê bu for
wê glanowy o pH 10 i ró wnie¿ eter diety lowy. 

Oprac owa ne me tody oznac zania atrop iny i sko pol a -
mi ny we krwi i w mo czu pod dano wa lid acji. Wy znac zo -
no pa ram etry wa lid acy jne, ta kie jak gra nica ozna c zal-
noœci (LOQ), gra nica wyk ryw alnoœci (LOD), wspó³czyn -
nik de term ina cji (r2) oraz wy dajn oœæ eks trakc ji (przy stê -
¿eniu wzo rców 5 ng/ml dla krwi i 20 ng/ml dla mo czu
oraz st ê¿eniu IS 5 ng/ml), pr ecyzjê wewn¹trz- (n = 5)
i zewn¹trz grup ow¹ (n = 5 i p = 3) (CVw.g i CVm.g.) (ta -
bela II). Pr ecy zjê dla prób krwi wy znac zano przy st ê¿e n iu
wz orców wy nosz¹cym 5 ng/ml, a dla mo czu 20 ng/ml,
na tom iast st ê¿e nie IS w obu ma ter ia³ach wy nosi³o 5 ng/ml.
Me tody wy kaz ywa³y li nio woœæ w za kres ie ba dan ych st ê -
¿eñ: 0,5–25 ng/ml dla krwi i 2,5–50 ng/ml dla mo czu. 

P³yny ustroj owe z opis any ch powy ¿ej szeœ ciu przy -
pad ków przes³ane do badañ dla celów s¹do wych i kli -
niczn ych pod dano anal izie oprac owa nymi me tod ami.
Wy znac zone st ê¿en ia atrop iny (AT) w próba ch mo czu
(przy pad ek I–IV) wy nosi³y 28,5; 9; 2,3 i 54 ng/ml.
W mo czu jed nego z ch³opc ów wy kryto po nadto sk opola -
minê (SK) w st ê¿en iu 1,5 ng/ml (przy pad ek I, ry cina 3).
Wy znac zone st ê¿en ia atrop iny w próba ch krwi wy nosi³y
19 ng/ml (przy pad ek V) i 13 ng/ml (przy pad ek VI, ry -
cina 4). Wa rto œci te mi eœci³y siê w za kres ie st ê¿eñ  tera -
peutycznych. 

4. Pod sum owa nie

W Pol sce sto sow anie roœ lin z ro dziny psian kow aty ch, 
a szcze gól nie bie luni, w celu wpro wad zania siê w stan
odu rzen ia, sta je siê co raz bar dziej po pul arne. 

Oprac owa ne me tody LC-MS/APCI oznac zania  atro -
piny i sko pol ami ny we krwi i w mo czu mog¹ byæ wy kor -
zyst ywane w celu po twierd zenia lub wy kluc zenia mo¿ -
li woœci przedaw kow ania tych alkaloi dów po za stos owa -
niu ich w celach me dyczn ych. Sta nowi¹ one tak ¿e prak -
tyczne narz êdzie dla tok syk olo gii kli niczn ej i s¹do wej s³u -
¿¹ce do po twierd zania ob ecnoœci tych zwi¹zków, kt ó re mo-
g¹ staæ siê przy czyn¹ za truc ia lub zgo nu. Jest to  szcze gólnie
istotne ze wzglêdu na licz ne do nies ienia o sto sow aniu atrop -
iny jako do mieszki do „ecs tasy” i ko kai ny sprze daw any ch
na eu rop ejsk im ryn ku nar ko t yko wym.     
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