
1. In trod ucti on

Nic o tine and caf feine are cur rently amongst the
most fre quently used le gal stim u lants. In the course of
smok ing to bacco, over 4000 chem i cal com pounds are
formed, of which about 40 pos sess car ci no genic prop -
er ties. It is gen er ally known that smok ing to bacco is
one of the main and mod i fi able risk fac tors for dis eases 
of the cir cu la tory sys tem, re spi ra tory sys tem and tu -
mours (can cer). In the year 2000 alone, the num ber of
deaths re lated to to bacco smok ing ex ceeded approx.

4.2 mil lion per sons in the world. In Po land, consump-
tion of to bacco prod ucts is amongst the high est in Eu -
rope; al most 10 mil lion Poles re main ac tive to bacco
smok ers [24, 29, 34, 37]. How ever, prod ucts con tain -
ing caf feine, in clud ing cof fee, are con sumed by over
80% of peo ple in the world. Caf feine pos sesses weaker 
psy cho ac tive ac tiv ity than nic o tine [2, 13]. 

A rel a tively fre quent re sult of chemo-tox i co log i cal
anal y ses in stud ied bi o log i cal sam ples is de tec tion of
nic o tine, caf feine and also their me tab o lites, which is

Problems of Forensic Sciences 2006, LXVI, 140–153

DETERMINATION OF NICOTINE, COTININE AND CAFFEINE
IN STANDARD AND ALTERNATIVE BIOLOGICAL MATERIAL –
USEFULNESS IN CLINICAL AND FORENSIC TOXICOLOGY   

Marek WIERGOWSKI1, Livia NOWAK-BANASIK2, Zbigniew JANKOWSKI1, Anna MORKOWSKA1,
Jacek SEIN ANAND2

1 De part ment of Fo ren sic Med i cine, Med i cal Acad emy, Gdañsk, Po land
2 De part ment and Clinic of In ter nal Dis eases of Ge ri at rics and Clin i cal Tox i col ogy, Med i cal Acad emy, Gdañsk, Po land

Ab stract
The aim of the work was to de velop a re li able pro ce dure for de ter min ing nic o tine, cotinine and also caf feine in standard bi o log i -
cal ma te ri als (blood, urine) and also al ter na tive ones (sa liva). An at tempt was made to as sess the use ful ness of these de ter mi na -
tions in fo ren sic and clin i cal tox i col ogy. Se lec tion of bi o log i cal ma te rial for chemo-tox i co log i cal study should be made
de pend ing on the aim of the study. The op ti mum ma te rial for study of cur rent con cen tra tion of nic o tine, cotinine and caf feine in
the or gan ism of a liv ing per son is sa liva, which will most prob a bly re place blood. For anal y sis of the lat ter re quires use of an in va -
sive method of col lec tion, which is linked to risk. Dis tin guish ing be tween ac tive and pas sive smok ers is pos si ble on the ba sis of
com par i son of cotinine con cen tra tions in urine; this dis tinc tion can then be con firmed by de ter min ing con tent of nic o tine and
cotinine in hair. Cotinine seems to be the op ti mum biomarker of smok ing, ful fill ing re quire ments of spec i fic ity and determinabil -
ity with a rel a tively broad time range (win dow) of detectability. In the case of as sess ment of con sump tion of prod ucts rich in caf -
feine, it is suf fi cient to study its unmetabolised form. For dif fer en ti a tion be tween pas sive and ac tive smok ers, liq uid chro -
matography with spec tro pho to met ric de tec tion (HPLC/UV-DAD) can be used.

Key words
Nic o tine; Cotinine; Biomarkers of smok ing to bacco; Tra di tional and al ter na tive bi o log i cal ma te ri als; Chemo-tox i co log i cal anal -
y sis; Caf feine.

Re ceived 30 Oc to ber 2006; ac cepted 27 De cem ber 2006

© by the Institute
of Forensic Research

ISSN 1230-7483 



linked to the uni ver sal ity of drink ing cof fee and smok -
ing cig a rettes. 

The aim of the work was to es tab lish a re li able pro -
ce dure for de ter min ing nic o tine and its me tab o lite –
cotinine and also caf feine in standard (blood, urine)
and also al ter na tive bi o log i cal ma te ri als (hair, sa liva).
An at tempt was also made to as sess the use ful ness of
these de ter mi na tions in fo ren sic and clin i cal tox i col -
ogy, es pe cially ob jec tive biomarkers of to bacco smok -
ing, and on the ba sis of their con cen tra tions to ascer -
tain whether it is pos si ble to dis tin guish be tween ac -
tive and pas sive to bacco smok ers. This may have
a prac ti cal ap pli ca tion in med ico-le gal ju di ca ture – es -
pe cially re lat ing to in sur ance, and also in clin i cal treat -
ment.

2. Pro pert ies and me tab oli sm of ni cot ine and
caffe ine in the hu man or gan ism

Pro cesses that are an ef fect of smok ing to bacco and 
also con sump tion of prod ucts rich in caf feine are
linked to each other on the met a bolic level in the hu -
man or gan ism. Smok ing stim u lates cytochrome P450
1A2 (CYP1A2) – the main en zyme re spon si ble for
me tab o lism of caf feine. A con se quence of this pro cess
is the fact that smok ers of to bacco have a sig nif i cantly
greater need for prod ucts con tain ing caf feine in re la -
tion to non-smok ers. In con nec tion with this af ter con -
sump tion of the same dose of caf feine its con cen tra tion 
in blood plasma in to bacco smok ers is four times lower 
than in non-smok ers [19]. Nic o tine also in ter acts with
caf feine and al co hol, and also in ten si fies the ac tion of
NSAIDs. Si mul ta neous long-term ex po sure to caf -
feine and nic o tine con trib utes to the de vel op ment of
ar te rial hy per ten sion and also ath ero scle ro sis, in creas -
ing the risk of oc cur rence of myo car dial in farc tion and
also stroke [12, 15, 16, 20]. 

2.1. Nic o tine

Nic o tine is ab sorbed into the blood via the mu cous
mem brane of the oral cav ity, the skin and also the
alveolo-cap il lary bar rier in the lungs [38]. The fast est
up take of nic o tine oc curs in the re spi ra tory sys tem,
where the pH in the pul mo nary alveolus is about 7.4.
The ab sorp tion of this com pound through the skin is
used above all in nic o tine sub sti tu tion ther apy; ab sorp -
tion via the di ges tive tract, on the other hand, is low
due to the acid ity of gas tric juice. Fig ure 1 pres ents
met a bolic trans for ma tions of nic o tine. 

Me tab o lites of nic o tine and also re main ing unme-
tabolised nic o tine even tu ally be come cou pled with

glucuronic acid and are ex creted via the urine. The in -
ten sity of the above trans for ma tions de pends on age,
sex and race [27]. Above 70% of nic o tine in the or gan -
ism is trans formed to cotinine and other met a bolic
prod ucts, and is then ex creted in urine [4, 7, 11, 21].

Nic o tine has an in duc ing in flu ence on the ac tiv ity
of many en zymes of the microsomal frac tion of cells
(CYP2E1, CYP2B2, CYP1A1 and CYP1A2), which
are re spon si ble, amongst other things, for me tab o lism
of other xenobiotics. Also, en zymes tak ing part in
phase II of the biotransformation of med i cines (e.g. glu -
curonyltransferase) can be ac ti vated by multi-ring ar o -
matic hy dro car bons that are formed dur ing smok ing of 
cig a rettes. Car bon mon ox ide con tained in to bacco
smoke and also heavy met als may ex hibit an in hib it ing 
ef fect on a range of en zymes me tabo lis ing var i ous
xenobiotics, in clud ing, above all, med i cines. 

Ac ti va tion of CYP1A2 causes e.g. a de crease in the 
ef fect of the ac tion of chloropromazine, chlordiaze -
poxide, clorazepate, fluvoxamine, oxazepam, cloza -
pine and olanzapine and also an in crease in the clear -
ance of caf feine even by 60%. Smok ing of to bacco
also forces an in crease in ad min is tra tion by about 50%
of pentazocine used in treat ment of mor phine and her -
oin de pend ence [33]. 
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Fig. 1. Met a bolic path way of nic o tine [8].



2.2. Caf feine

Caf feine is a nat u ral al ka loid with weak psy cho ac -
tive ac tion. Cof fee grains con tain about. 1–2% caf -
feine, whilst tea leaves about 1–4% caf feine [2]. Caf -
feine is ab sorbed com pletely and quickly from the di -
ges tive tract, and its max i mum con cen tra tion in blood
oc curs af ter about 1 h [1, 18]. It passes eas ily both
across the blood-brain bar rier and the pla cen tal bar rier, 
and its dis tri bu tion in the or gan ism is pro por tional to
the de gree of hydration of tis sues. Caf feine does not
ac cu mu late. Its bi o log i cal half-life is 2.5–4.5 h. Mod -
er ate con sump tion of caf feine rarely con sti tutes a threat
to hu man health. The toxic dose is approx. 0.5–1 g,
which is equiv a lent to a caf feine con cen tra tion in blood
of approx. 15 000 ng/ml; the le thal dose is es ti mated to
be about 10 g, which cor re sponds to a con cen tra tion in
the blood of about 115 000 ng/ml of caf feine. Symp -
toms of acute poi son ing are: fear, ir ri ta tion, rage,
photophobia, head aches, di la tion of pu pils, arousal,
vom it ing, dis tur bances of heart rhythm, stim u la tion of
the re spi ra tory cen tre, in som nia, and even hal lu ci na -
tion. Long term abuse of caf feine may lead to chronic
poi son ing, which man i fests in ex ces sive psychomotor
arousal (rac ing thoughts), ar te rial hy per ten sion, anx i -
ety, in som nia and in creased diuresis. It has been
shown that daily tak ing of caf feine may re sult in de vel -
op ment of phys i cal tol er ance of the or gan ism [16, 23]. 

It may turn out that caf feine has nu mer ous in ter ac -
tions with med i cines. It seems that this sub stance may
in ten sify the ac tion of non-steroidal anti-in flam ma tory 
and an al ge sic drugs (e.g. in ter ac tion of caf feine with
acetylsalicylic acid leads to hyperadditive syn ergy).
A sim i lar chem i cal struc ture and a sim i lar mech a nism
of ac tion of theophiline, aminophiline and caf feine of -
ten lead to in ter ac tion of these com pounds in per sons
with bron chial asthma or chronic in flam ma tion of the
bron chi.

3. Bio mark ers

3.1. Gen eral com ments

In med i cine, char ac ter is tic symp toms for a given
dis ease or be hav iour e.g. drink ing al co hol or smok ing
cig a rettes etc have been sought for a long time. As lab -
o ra tory di ag no sis has im proved over the years, char ac -
ter is tic sub stances have been sought whose oc cur rence 
or in crease in con cen tra tion in blood would be spe cific 
for a given dis ease or be hav iour. Such sub stances are
termed biomarkers (mark ers). A biomarker should be
char ac ter ised by spec i fic ity in re la tion to a stud ied

prop erty, a long half-life and also the pos si bil ity of
sim ple and re li able qual i ta tive and quan ti ta tive de ter -
mi na tion in body flu ids. In the case of per sons con -
sum ing prod ucts con tain ing caf feine – due to the rela -
tively high toxic dose – there is no need to study me -
tab o lites be sides caf feine it self. How ever, the sit u a tion 
is dif fer ent for per sons smok ing to bacco. Dur ing smok -
ing a very great num ber of chem i cal com pounds are
gen er ated, which can in ter fere both with the biomarker 
it self and other sub stances orig i nat ing from the sur -
round ings of the stud ied per son. In tox i co log i cal anal -
y sis, such biomarkers as nic o tine, cotinine, carboxy -
he mo glo bin and also the thiocyanate ion [8] are used
most fre quently in or der to dif fer en ti ate ac tive smok -
ers of to bacco from non-smok ers. Re cently at tempts
have also been made with other biomarkers of ex po -
sure to to bacco smoke, in clud ing: 1-hydroxypyrene
[39], ad ducts of DNA and pro teins [3] or 4-(methyl-
nitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL) [10].

3.2. Nic o tine

The half-life of nic o tine in se rum is about 2 h. For
this rea son – in spite of the fact that it is a highly spe -
cific sub stance for to bacco smok ing – it does not ful fil
re quire ments of a good biomarker, es pe cially when
there is long-term ex po sure to to bacco smok ing. 

3.3. Cotinine

Cotinine – the main me tab o lite of nic o tine – has
a half-life of approx. 16–48 h and that is why it is ac -
knowl edged as a spe cific marker of ex po sure to to -
bacco smoke [9]. Cotinine is me tabo lised to cotinine
glucuronide, 3-hydroxy-cotinine and also 3-hydroxy-
cotinine glucuronide. This fact means that con cen tra -
tions of cotinine de ter mined in se rum or urine may turn 
out to be much lower in re la tion to the ac cepted dose of 
nic o tine [8]. Mean con cen tra tions of cotinine not
 exceeding 10 ng/ml in sa liva and se rum and also
50 ng/ml in urine are char ac ter is tic of pas sive ex po -
sure to to bacco smoke, whilst in ac tive to bacco smok -
ers these con cen tra tions are sig nif i cantly higher,
amount ing to approx. 350–500 ng/ml in blood and
1700 ng/ml in sa liva (Ta ble I) [5, 8, 9, 21, 25, 26, 27,
29, 30, 38].

3.4. Carboxyhemoglobin and thiocyanate ion

Carboxyhemoglobin (COHb) is rarely used as
a marker of ex po sure to pas sive smok ing, mainly due
to its short half-life (3–4 h) and its non-spec i fic ity for
to bacco smok ing. 
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The thiocyanate ion en ables dif fer en ti a tion be -
tween smok ers and non-smok ers; how ever, con sump -
tion of food rich in this ion (e.g. po ta toes, to ma toes)
causes lim i ta tion of its ap pli ca tion for this pur pose [8].

4. Se lect ion of bio log ical ma ter ial

4.1. Gen eral com ments

Se lec tion of bi o log i cal ma te rial for chemo-tox i co -
log i cal anal y sis should be made on the ba sis of the aim
of the anal y sis. As sess ment of ex po sure to to bacco
smoke or ac tive smok ing that has taken place in the last
few hours can be based on de ter mi na tion of nic o tine
and its me tab o lites in blood or sa liva. A lon ger pe riod,
up to three days, can be es tab lished af ter ana lysing
urine, whilst the lon gest – even up to sev eral months –
af ter anal y sis of hair and (or) nails. Bi o log i cal ma te rial
col lected for study should be stored in closed glass or
poly propy lene ves sels at a tem per a ture of –20°C.

4.2. Blood

Af ter col lect ing at least 5 ml of blood and plac ing
into a ves sel with an ti co ag u lant, blood should be cen -
tri fuged (2000 g) for about 10 min and stored in
a frozen state. Anal y sis of blood pro vides in for ma tion
about the cur rent con cen tra tion of analytes, and re sults 
of anal y sis are easy to com pare with ref er ence val ues.

The use ful ness of blood as an an a lyt i cal ma te rial is
lim ited by the invasiveness of col lec tion and the lack
of pos si bil ity of ret ro spec tive as sess ment of con cen -
tra tions of stud ied com pounds. Re sults of study of
biomarkers in blood have a lim ited abil ity to dif fer en -
ti ate be tween pas sive smok ers and spo radic or mod er -
ately ac tive smok ers. Con cen tra tions of cotinine of
approx. 10 ng/ml can oc cur both in smok ers of about
1–10 cig a rettes daily and in pas sive smok ers.

4.3. Sa liva

Con cen tra tions of analytes in sa liva are usu ally
pro por tional to their con cen tra tion in blood. The ad -
van tage of this ma te rial is the pos si bil ity of mul ti ple
non-in va sive col lec tion with out risk of e.g. in fec tion,
and col lec tion does not re quire pro fes sional med i cal
per son nel and is not a “vi o la tion of pri vacy”. One of
the meth ods of col lect ing a large amount of sa liva is to
ad vise sub jects, af ter rins ing out their mouth with wa -
ter, not to swal low sa liva for about 5 min. In this way it
is pos si ble to ob tain about 5 ml of sa liva, which should
then be cen tri fuged and frozen at a tem per a ture of
-20°C un til time of anal y sis. In or der to in crease pro -
duc tion of sa liva, sub stances which in crease its se cre -
tion (e.g. cit ric acid) can also be used [8]. The disad-
van tage of ana lys ing sa liva is a lack of stand ardi sa tion
of meth ods of col lec tion and also physico-chem i cal
anal y sis, which makes it dif fi cult to com pare and in ter -
pret re sults. 
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TA BLE I. REFERENCE CONCENTRATIONS OF NICOTINE AND COTININE IN BIOLOGICAL MATERIAL AND STATE

OF SMOKING AND EXPOSURE TO PASSIVE SMOKING [5, 8, 9, 21, 25, 26, 27, 29, 30, 38]

Non-smok ing Ac tive smok ing

Not ex posed
to pas sive smok ing

Ex posed
to pas sive smok ing

1–10 Cig a rettes daily >10 Cig a rettes daily

Con cen tra tion of nic o tine [ng/ml, for hair – ng/mg]

Blood –* 3–60 3–60 950–1200

Sa liva – 3–60 3–60 950–1200

Urine – – –

Hair – 1.2 – 20–240

Con cen tra tion of cotinine [ng/ml, for hair – ng/mg]

Blood – 10 80 300–500

Sa liva – 10 70 300–500

Urine 6.2 10–50 650 1100–1700

Hair – 0.3 – 6–20

-* No data avail able.



4.4. Urine

Urine con sti tutes a “con cen trated” so lu tion of var i -
ous chem i cal com pounds, which fa cil i tates chemo-
tox i co log i cal anal y sis. Draw backs of this ma te rial in -
clude the pos si bil ity of easy fal si fi ca tion of sam ple,
and the ne ces sity of mon i tor ing dur ing col lec tion can
be treated as a “vi o la tion of pri vacy” and “in ti macy”.
Cotinine con tent in urine should be ex pressed as the
ra tio of cotinine con cen tra tion to creatinine con cen tra -
tion with the aim of tak ing into ac count de gree of con -
cen tra tion or di lu tion of urine. In stud ies car ried out by 
the au thors of this pa per, it has been ob served that
amongst ac tive smok ers the con cen tra tion of cotinine
was sig nif i cantly higher in urine in re la tion to its con -
tent in blood se rum and sa liva [36].

4.5. Hair

De ter mi na tion of nic o tine and cotinine in hair can
be help ful in dif fer en ti at ing be tween pas sive and ac -
tive smok ers (Ta ble I). An ad van tage of this method of
anal y sis is the pos si bil ity of de tect ing a sub stance even 
when there was spo radic use up to sev eral months ear -
lier (on av er age hair grows about 1 cm per month), the
sim ple non-in va sive method of col lec tion, lack of pos -
si bil ity of fal si fy ing sam ple and also the fact that hair
does not re quire spe cial con di tions of stor age up to the
time of anal y sis, and its col lec tion is not as so ci ated
with risk of trans mit ting in fec tious dis eases. In stud ies
per formed by the au thors of this pa per, we did not suc -
ceed in col lect ing hair ei ther due to a lack of “abun dant 
hair”, or for aes thetic rea sons [32]. The use ful ness of
chemo-tox i co log i cal anal y sis of hair is lim ited by
a lack of uni form and re peat able meth ods of ex trac tion 
and fi nal de ter mi na tion. Chemo-tox i co log i cal anal y sis 
does not en able de tec tion of analytes taken a short time 
be fore (the anal y sis).

5. Met hods of de term ina tion

The choice of an a lyt i cal tech nique used to de ter -
mine con cen tra tion of analytes usu ally de pends on the
fol low ing fac tors: the val ues of their con cen tra tions
most fre quently oc cur ring in stud ied sam ples, the
method of prep a ra tion for fi nal anal y sis, the com po si -
tion of the ma trix (other com pounds that are not the
sub ject of anal y sis), avail able ap pa ra tus and also fi -
nan cial pos si bil i ties of the lab o ra tory. 

Im mu no chemi cal tests are used for pre lim i nary de -
tec tion (so-called screen ing) of cotinine, nic o tine and
also caf feine. The most fre quently used screen ing tests 

are based on the immunoenzymatic ELISA (en zyme-
linked immunoassay) method and also the radio im mu -
nological RIA (radioimmunoassay) method [17, 28].
High spec i fic ity of an ti bod ies used in im mu no chemi -
cal meth ods al lows quick elim i na tion of sam ples not
con tain ing the analyte. 

Con cen tra tions of cotinine and nic o tine in urine
were also de ter mined with the help of a di rect co -
lorimetric test with bar bi tu ric acid, and the re sults of
anal y ses were com pa ra ble with re sults ob tained by
HPLC [31, 35]. Cur rently most re li able and spe cific
meth ods of de ter min ing cotinine, nic o tine and caf feine 
are chro mato graphic tech niques, in which qual i ta tive
and quan ti ta tive de ter mi na tion is car ried out us ing
mass spec trom e try (HPLC-MS, GC-MS) [8, 10].

6. Own stu dies

6.1. Ma te rial

Bi o log i cal ma te rial for anal y ses was ob tained with
the help of the Clinic of In ter nal Dis eases and Acute
Poi son ings of the Med i cal Acad emy in Gdansk). Af ter
re ceiv ing per mis sion from the In de pend ent Bioethical
Com mis sion for Sci en tific Re search at the AMG
(nr NKEBN/516/2005), sam ples of blood, urine and
sa liva were col lected from 24 per sons af ter percu -
taneous transluminal cor o nary angioplasty (PTCA).
Due to lack of abun dant hair or for aes thetic rea sons,
hair was not col lected from sub jects. Fur ther more,
4 per sons re fused col lec tion of any sort of bi o log i cal
ma te rial. In ma te rial taken 1 to 6 months af ter the
PTCA, con cen tra tions of nic o tine, cotinine and caf -
feine were ana lysed with the aim of ob jec tively check -
ing whether pa tients, in ac cor dance with recommen-
dations of med i cal doc tors, had stopped smok ing cig a -
rettes. In the stud ied group there were 18 men aged
48 to 76, and also 6 women rang ing from 56 to
70 years old. 

6.2. Method of anal y ses

The method of de ter mi na tion of cotinine, nic o tine
and caf feine in se rum, urine and sa liva was pre pared
and mod i fied on the ba sis of a pro ce dure de vel oped by
Zuccaro and also G³owacki et al. [14, 40]. The an a lyt i -
cal pa ram e ters of the de vel oped method and also a de -
scrip tion of the ques tion naire sur vey have been de -
scribed in de tail in ear lier pub li ca tions [6, 36]. 
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6.3. Dis cus sion of re sults

Pre lim i nary re sults de ter mined for 20 sub jects af ter 
PTCA, giv ing con tent of nic o tine, cotinine and caf -
feine are pre sented in Ta ble II, III and IV.

The small group of stud ied per sons and also doubts
con cern ing the ve rac ity of sub mit ted dec la ra tions con -
cern ing smok ing of to bacco (es pe cially per sons de -
clar ing ex po sure to pas sive smok ing and also
non-smok ers) mean that av er age re sults can not be
com pared with ref er ence data. Hence, par tic u lar per -
sons and con tent of nic o tine and cotinine in body flu -
ids de ter mined for them were com pared with
con cen tra tions gained from lit er a ture on the sub ject,
and con tained in Ta ble I. Amongst 7 per sons de clar ing
them selves as per sons ac tively smok ing cig a rettes, av -
er age con cen tra tions of cotinine and nic o tine in sa liva
were higher than in blood, and high est – in the case of
nic o tine – in urine. On the ba sis of per formed
chemo-tox i co log i cal anal y ses and ques tion naire sur -
veys, it was as cer tained that as many as 42% of sub -
jects af ter PTCA were ac tive to bacco smok ers, but as
many as 30% of smok ers cov ered up this fact dur ing
the med i cal ex am i na tion. Dif fer en ti at ing be tween ac -
tive smok ers and those ex posed to pas sive smok ing
was pos si ble on the ba sis of com par ing con cen tra tions
of cotinine in urine; how ever, it should be re mem bered 

that dis tin guish ing per sons smok ing up to sev eral
cig a rettes per day from per sons ex posed to pas sive
smok ing can be very dif fi cult. In such a case, it would
be more re li able to de ter mine cotinine and nic o tine in
hair. Clear dif fer ences be tween par tic u lar av er age val -
ues for caf feine con tent in smok ers, those ex posed to
pas sive smok ing and non-smok ers were not ob served
(Ta ble IV).

For the needs of fo ren sic tox i col ogy, it seems more
use ful to de ter mine the con cen tra tion of cotinine, nic o -
tine and caf feine in tra di tional ma te ri als. Re sults of
anal y ses in blood and urine are re li able and uni ver sally 
re cog nised. Anal y ses of al ter na tive ma te ri als are still
treated as sup ple men tary. Hair seems to be a valu able
ma te rial in fo ren sic tox i col ogy, which may be used in
cases of long-term ex po sure to the ac tion of to bacco
smoke. Hair is con sid ered to be a so-called ex cre tory
tis sue, in which stud ied analytes ac cu mu late, which,
tak ing into ac count the long time of slow growth of
hair gives pos si bil i ties of de tect ing analytes even
many years af ter the mo ment of their in cor po ra tion
into the struc ture of the hair [25]. 

From the point of view of clin i cal tox i col ogy, de -
ter mi na tion in al ter na tive ma te ri als turns out to be es -
pe cially valu able. Con cen tra tions of cotinine, nic o tine
and also caf feine in sa liva are com pa ra ble to their con -
tent in blood se rum. De ter mi na tions ob tained on the
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TA BLE II. CONCENTRATIONS OF NICOTINE IN BLOOD SERUM, SALIVA AND URINE IN PERSONS DECLARING

THEMSELVES TO BE SMOKERS (n = 7), EXPOSED TO PASSIVE SMOKING (n = 4) AND ALSO

NON-SMOKERS (n = 9)

Stud ied ma te rial Num ber of per sons Av er age con cen tra tion Range of con cen tra tions

Con cen tra tion of nic o tine [ng/ml] in per sons de clar ing them selves to be smok ers 

Blood 7 (2)* 50 50

Sa liva 7 (3)* 510 110–740

Urine 7 (3)* 3500 (1100)** 560–9500 (170–2800)**

Con cen tra tion of nic o tine [ng/ml] in per sons de clar ing them selves ex posed to pas sive smoking

Blood 4 (1)* 79 79

Sa liva 4 (1)* 380 380

Urine 4 (2)* 245 (280)** 220–270 (270–290)**

Con cen tra tion of nic o tine [ng/ml] in per sons de clar ing them selves to be non-smok ers

Blood 9 (1)* 29 29

Sa liva 9 (2)* 380 80–680

Urine 9 (3)* 980 (1200)** 13–2300 (18–2600)**

* – Num ber of per sons with pos i tive re sults given in brack ets; ** – val ues of con cen tra tions ex pressed rel a tive to creatinine con tent are
pre sented in brack ets [ng/mg]**.



ba sis of anal y sis of hair al low us to dif fer en ti ate ac tive
smok ers from non-smok ers who are ex posed to to -
bacco smoke, i.e. pas sive smok ers. It has been es tab -

lished that the con cen tra tion of nic o tine and cotinine in 
hair is cor re lated with the du ra tion and in ten sity of the
to bacco smok ing habit [21]. 
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TA BLE III. CONCENTRATIONS OF COTININE IN BLOOD SERUM, SALIVA AND URINE IN PERSONS DECLARING

THEMSELVES AS: SMOKERS (n = 7), EXPOSED TO PASSIVE SMOKING (n = 4) AND ALSO NON-SMOKERS

(n = 9)

Stud ied ma te rial Num ber of per sons Av er age con cen tra tion Range of con cen tra tions

Con cen tra tion of cotinine [ng/ml] in per sons de clar ing them selves as smok ers

Blood 7 (5)* 190 23–360

Sa liva 7 (3)* 560 190–1100

Urine 7 (4)* 600 (280)** 140–1020 (40–470)**

Con cen tra tion of cotinine [ng/ml] in per sons de clar ing them selves to be ex posed to pas sive smoking

Blood 4 (3)* 310 24–590

Sa liva 4 (1)* 320 320

Urine 4 (3)* 540 (640)** 40–1100 (240–1100)**

Con cen tra tion of cotinine [ng/ml] in per sons de clar ing them selves as non-smok ers

Blood 9 (3)* 68 18–150

Sa liva 9 (3)* 110 27–190

Urine 9 (3)* 290 (350)** 45–760 (62–860)**

* – Num ber of per sons with pos i tive re sults given in brack ets; ** – val ues of con cen tra tions ex pressed rel a tive to creatinine con tent are
pre sented in brack ets** [ng/mg].

TA BLE IV. CONCENTRATIONS OF CAFFEINE IN BLOOD SERUM, SALIVA AND URINE [ng/ml] IN PERSONS

DECLARING THEMSELVES AS: SMOKERS (n = 7), EXPOSED TO PASSIVE SMOKING (n = 4) AND

NON-SMOKERS (n = 9)

Stud ied
Ma te rial

Num ber of per sons Av er age con cen tra tion Range of con cen tra tions

Con cen tra tion of caf feine [ng/ml] in per sons de clar ing them selves to be smok ers

Blood 7 (7)* 540 130–1700

Sa liva 7 (3)* 2200 330–3300

Urine 7 (5)* 1300 (770)** 330–2500 (160–2200)**

Con cen tra tion of caf feine [ng/ml] in per sons de clar ing them selves to be ex posed to pas sive smoking

Blood 4 (4) 4700 890–8800

Sa liva 4 (3) 3800 550–8300

Urine 4 (4) 3400 (3800) 320–6500 (150–8600)**

Con cen tra tion of caf feine [ng/ml] in per sons de clar ing them selves to be non-smok ers

Blood 9 (9)* 370 18–1100

Sa liva 9 (5)* 870 12–2600

Urine 9 (6)* 580 (700)** 190–1090 (150–1200)**

* – Num ber of per sons with pos i tive re sults given in brack ets; ** – val ues of con cen tra tions ex pressed rel a tive to creatinine con tent are
pre sented in brack ets** [ng/mg].



7. Sum mary

1. On the ba sis of qu estionn aire su rveys and also re -
sults of che mo-toxi col ogi cal anal yses of bio log ical 
ma ter ial ta ken from 20 per sons, it was ascert ain ed
that act ive to bacco smo kers made up as many as
42% of su bj ects after PTCA, whilst as many as
30% of smo kers cove red up this fact du ring the me -
dic al exa min ati on.

2. A re liab le as sessment of to bacco smo king may be
car ried out on the ba sis of de term ina tion of co tin -
ine con cent rati on in blo od se rum, sa liva and urine
using liqu id chro mat ogr aphy with spec trophot -
ome tric de tect ion (HPLC/UV-DAD). In the stu -
dies, it was ascert ain ed that co tin ine occurs at
si mil ar con cent rati ons in se rum and in sa liva. Data
con tai ned in the li ter atu re on the su bj ect also con -
firm such a re sult for con tent of co tin ine. They give 
a ba sis for sub stit uti ng sa liva anal ysis for blo od
anal ysis in the near fu ture.

3. Di sting uis hing be tween act ive smo kers and per -
sons expos ed to pas sive smo king is po ssib le on the
ba sis of com par ing va lues of con cent rati ons of co -
tin ine in urine; con firm ati on of such diffe rent iati on 
can be ob tai ned by de term ini ng con tent of ni cot ine
and co tin ine in hair, which un fort una tely was not
po ssib le in the per form ed stu dies due to lack of
abund ant hair or for aesthet ic re asons.

4. Co tin ine se ems to be the opti mum bio mark er of
smo king, which ful fils requ irem ents of spe cif ici ty
and de term ina bil ity in a re lat ively wide time ran ge
(win dow) of de tect ion. In the case of as sessment of
con sumpt ion of pro ducts rich in caffe ine it is suf -
fic ient to stu dy its un met abo lis ed form.
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1. Wstêp

Do najczêœciej obecn ie sto sow any ch le galn ych u¿y -
wek na le¿y ni kot yna oraz ko fei na. W trak cie pa len ia ty -
ton iu do chod zi do po wstan ia po nad 4000 zwi¹zków che -
micz nych, z cze go oko³o 40 po siada w³aœ ciwo œci  kance -
ro genne. Po wszechn ie wia domo, ¿e pa len ie ty ton iu jest
jed nym z g³ówn ych i mo dyf iko wal nych cz ynn ików ry zy -
ka ch orób uk³adu kr¹¿e nia, uk³adu od dec howe go oraz
no wot worów. Tyl ko w 2000 r. licz ba zgon ów wy kaz u -
j¹cych zwi¹zek z pa len iem ty ton iu prze kroc zy³a ok.
4,2 mln osób na ca³ym œwie cie. W Pol sce kon sumpc ja
wyr obów ty ton iowy ch na le¿y do na jwy ¿szy ch w  Euro -
pie, zaœ ak tywn ymi pa lac zami ty ton iu po zos taje nie mal
10 mln Pol aków [24, 29, 34, 37]. Na tom iast pro dukty za -
wier aj¹ce ko feinê, w tym kawê, sp o¿ywa po nad 80% lu -
dzi na ca³ym œw iecie. Ko fei na po siada s³ab sze ni¿ ni ko-
 tyna dzia³anie psy choa kty wne [2, 13]. 

Sto sunk owo czê stym wy nik iem anal iz che miczno-
tok syk olo gic znych w ba dan ych pr óbk ach bio log iczny ch
jest wy kryw anie ni kot yny, ko fei ny oraz ich me tab olitów,
co wi¹¿e siê z po wsz echnoœci¹ pi cia kawy i pa len ia pa -
pie rosów. 

Ce lem pra cy by³o ustal enie mia rod ajnej pro ced ury
oznac zania ni kot yny i jej me tab oli tu - ko tyn iny oraz ko -
fei ny w kla syczn ych (krew, mocz) oraz al tern aty wnych
(w³osy, œl ina) ma ter ia³ach bio log iczny ch. Pod jêto rów -
nie¿ pró bê oceny przy datnoœci tych ozna czeñ w tok syk o -
lo gii s¹do wej i kli niczn ej, w szc zegól noœci obiekt ywny ch 
biomar kerów pa len ia ty ton iu, a na pod staw ie ich stê ¿eñ
okr eœlo no mo¿ liwo œæ odr ó¿ni enia ak tywn ych i bier nych
pa lac zy ty ton iu. Mo¿e to mieæ prak tyczne za stos owa nie
w orzeczn ictw ie s¹dowo-le kars kim, zw³asz cza ubezp ie -
cz enio wym, oraz w le czen iu kli niczn ym.

2. W³aœ ciwo œci i me tab oli zm ni kot yny i ko fei ny
w or gan izm ie cz³owieka

Pro cesy bêd¹ce efekt em pa len ia ty ton iu oraz kon -
sumpc ji pro duktów bo gat ych w ko fei nê s¹ w or gan izm ie
cz³owieka powi¹zane ze sob¹ na po ziom ie me tab oli cz -
nym. Pa len ie po bud za cy toc hrom P450 1A2 (CYP1A2) -
g³ówny en zym od pow iedz ialny za me tab oli zm ko fei ny.
Kon sek wencj¹ tego pro cesu jest fakt, ¿e pa lac ze ty ton iu
maj¹ znacz¹co wiêksze za pot rzebo wan ie na pro dukty za -
wier aj¹ce ko feinê w sto sunku do osób nie pal¹cych.
W zwi¹zku z tym po spo ¿yciu ta kiej sa mej daw ki ko fei ny 

jej st ê¿e nie w osoc zu krwi u pa lac za ty ton iu jest  cztero -
krotnie mniej sze ni¿ u osób nie pal¹cych [19]. Ni kot yna
wcho dzi tak¿e w in ter akcje z ko fein¹, al koh olem, a ta k¿e
na sila dzia³anie nie ster oid owych lek ów prze ciwz apa l -
nych. Jed noc zesna d³ugot rwa³a eks poz ycja na kof einê
i niko tynê przy czyn ia siê do roz woju nad ciœ nienia têtn i -
cze go oraz mia ¿d¿ ycy, zwi êks zaj¹c ry zyko wyst¹pie nia
zawa³u ser ca oraz udaru mózgu [12, 15, 16, 20]. 

2.1. Ni kot yna

Ni kot yna wch³ania siê do krwi przez b³onê œluzow¹
jamy ust nej, skó rê oraz bar ierê pêc herzykowo-w³oœni cz -
kow¹ w p³ucach [38]. Naj szybs zy wy chwyt ni kot yny za -
chod zi w uk³adzie od dec howym, gdzie pH w pêc herzy-
kach p³ucn ych wy nosi ok. 7,4. Zd oln oœæ wch³anian ia
tego zwi¹zku przez skórê jest wy kor zyst ywana przede
wszyst kim w trak cie pro wad zenia ni kot yno wej te rap ii
za stê pczej, zaœ wch³anian ie z prze wodu po karm owe go
jest nie wielk ie z po wodu kw aœn ego od czynu soku ¿o ³¹d -
kow ego. Prze miany me tab oli czne ni kot yny przed staw ia
ry cina 1. 

Me tab oli ty ni kot yny oraz po zos ta³a nie zmet abo liz o -
wa na ni kot yna ostat ecznie uleg aj¹ sprz êgniêciu z kwa -
sem glu kur ono wym i wy dal ane s¹ z mo czem. In ten syw-
noœæ po wy¿szej prze miany zale ¿y od wie ku, p³ci i ra -
sy [27]. Po nad 70% ni kot yny w or gan izm ie jest prze -
kszta³cane do ko tyn iny i in nych pr oduktów meta bo licz-
nych, a na stê pnie wy dal ane z mo czem [4, 7, 11, 21].

Ni kot yna po siada in duk uj¹cy wp³yw na ak tyw noœæ
wie lu enz ymów frak cji mi kros oma lnej ko mórek (CYP2E1,
CYP2B2, CYP1A1 i CYP1A2), kt óre s¹ od pow iedz ialne
m.in. za me tab oli zm in nych ks enobiotyków. Ta k¿e en -
zymy bior¹ce udzia³ w II fa zie bio transf orma cji lek ów
(np. glu kur ony lot ran sferaza) mog¹ byæ ak tyw owa ne przez
wielopierœcieniowe wêglowodory arom aty czne po wsta -
j¹ce w cza sie pa len ia pa pie rosów. Za warty w dy mie ty to -
n io wym tle nek wêg la oraz me tale ci ê¿k ie mog¹ wyka -
zy waæ ha muj¹cy wp³yw na sze reg enz ymów me tab oli zu -
j¹cych ró ¿ne kse nob ioty ki, w tym przede wszyst kim leki.

Ak tyw acja CYP1A2 po wod uje np. zmniej szen ie efek -
tu dzia³ania chlo rop roma zyny, chlor diaz epo ksydu,  klora -
ze patu, flu woks ami ny, oksa zep amu, klo zap iny i olanza-
piny oraz wzrost kli rensu ko fei ny na wet o 60%. Pa len ie
ty ton iu zmu sza tak ¿e do zwi êkszenia o ok. 50% sto so w a -
nej w le czen iu za le¿n oœci mor fin owej i he roi nowej pen -
taz ocy ny [33]. 
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2.2. Ko fei na

Ko fei na jest na tur alnym al kal oid em o s³abym
dzia³aniu psy choa kty wnym. Ziar na kawy za wier aj¹ ok.
1-2%, zaœ li œcie her baty ok. 1-4% ko fei ny [2]. Ko fei na
wch³ania siê ca³ko wic ie i szyb ko z prze wodu po karm o -
we go, a jej mak sym alne stê ¿en ie we krwi wys têp uje po
ok. 1 h [1, 18]. Prze chod zi ona ³atwo zaró wno przez
barierê krew-mózg, jak i barierê ³o¿yskow¹, a jej roz -
mieszc zenie w or gan izm ie jest pro porc jona lne do stop nia 
uwodn ienia tka nek. Ko fei na nie ulega ku mul acji. Jej bio -
log iczny okres pó³trwa nia wy nosi 2,5-4,5 h. Umiark o -
wa ne spo¿yc ie ko fei ny rzad ko sta nowi zag ro¿ enie dla
zdro wia cz³owieka. Daw ka tok syczna wy nosi ok. 0,5-1 g,
co jest ró wno wa¿ne st ê¿e niu ko fei ny we krwi wy no -
sz¹cym ok. 15 000 ng/ml, zaœ daw ka œmi ertelna sza cow a -
na jest na ok. 10 g, co od pow iada st ê¿e niu we krwi ok.
115 000 ng/ml ko fei ny. Ob jawy ostrego za truc ia to: lêk,
ro zdra ¿nienie, z³oœæ, œw iat³ow strêt, bóle g³owy,  rozsze -
rzenie Ÿre nic, po bud zenie, wy mioty, za bur zenia ryt mu
ser ca, po bud zenie oœ rod ka od dec howe go, be zse nnoœæ,
a na wet ha luc yna cje. D³ugot rwa³e nadu ¿ywanie ko fei ny
mo¿e pr owa dziæ do prze wlek³ego za truc ia, kt óre ob jaw ia
siê nad miern ym po bud zeni em psy chor uch owym (tzw.
go nit wa my œli), po dwy ¿szeniem ci œni enia tê tni czego
krwi, nie pok ojem, bez sen noœ ci¹ oraz zwi êks zon¹ diu -
rez¹. Wy kaz ano, ¿e co dzienne przyj mow anie ko fei ny
mo¿e sk utk owaæ roz woj em fi zyczn ej to ler ancji or gan iz -
mu [16, 23]. 

Ko lejn ym dzia³aniem ko fei ny mog¹ ok azaæ siê licz ne
in ter akcje le kowe. Wy daje siê, ¿e sub stanc ja ta mo¿e
nasi laæ dzia³anie nie ster oid owych lek ów prze ciwz apa l -
nych i prze ciwb ólo wych (np. in ter akcja ko fei ny z kwa -
sem acet ylo sal icy low ym pro wad zi do sy nerg izmu hi per -
ad dyc yjne go). Po dobna bu dowa che miczna oraz po dob -
ny me chan izm dzia³ania teo fil iny, amin ofi liny i ko fei ny
do pro wad zaj¹ czê sto do in ter akcji tych zwi¹zków u osób
z astm¹ oskrzel ow¹ lub prze wlek³ym za pal eni em os krze li.

3. Bio mark ery

3.1. Uwagi ogól ne

W me dyc ynie od daw na po szuk iwa no ob jawów cha -
rakt ery sty cznych dla da nej cho roby b¹dŸ za chow ania,
np. pi cia al koh olu, pa len ia pa pie rosów itp. W mi arê po -
stê pu dia gnos tyki la bor ato ryj nej od lat po szuk uje siê cha -
rakt ery sty cznych sub stanc ji, któ rych po jaw ienie siê lub
wzrost stê¿enia we krwi by³yby swo iste dla da nej jed -
nostki cho rob owej lub za chow ania. Sub stanc je ta kie no -
sz¹ na zwê bi omarkerów (ma rkerów). Bio mark er po wi-
nien ch ara kteryzowaæ siê sw ois toœci¹ w re lac ji do  bada -
nej w³aœ ciw oœci, d³ugim cza sem po³owiczn ego za niku
oraz mo ¿li woœci¹ pro stego i mia rod ajne go oznac zenia

jakoœ ciow ego i iloœc iowe go w p³ynach ustroj owy ch.
W przy padku osób spo¿ ywaj¹cych pro dukty za wier aj¹ce
ko feinê - z uwagi na re lat ywnie du¿¹ da wkê tok syczn¹ -
nie ma po trzeby ba dan ia jej me tab olitów poza sam¹ ko -
fein¹. In ac zej dzie je siê jed nak u osób pal¹cych tyt oñ.
Pod czas pa len ia do chod zi do ge ner owa nia bar dzo du¿ ej
licz by zwi¹zków che miczn ych, któ re mog¹ int erfer owaæ
zar ówno z sa mym bio mark erem, jak rów nie¿ in nymi sub -
stanc jami po chodz¹cymi z otoc zenia ba dan ej osoby.
W anal izie tok syk olo gic znej w celu zró ¿ni cow ania ak -
tywn ych pa lac zy ty ton iu od osób nie pal¹cych sto suje siê
naj czê œciej ta kie bio mark ery, jak ni kot yna, ko tyn ina, kar -
boks yhe mog lob ina oraz jon tio cyj ani anowy [8]. Ostatn io 
po dejm owa ne s¹ ró wnie¿ pr óby z in nymi bio mark era mi
nar a¿en ia na dym ty ton iowy, do kt óry ch na le¿¹: 1-hyr -
doks ypi ren [39], ad dukty DNA i bia³ek [3] czy 4-( mety -
lo nitrozoamino)-4-(3-pi ryd ylo)-1-bu tan ol (NNAL) [10].

3.2. Ni kot yna

Okres pó³trwa nia ni kot yny w su row icy wy nosi ok. 2 h.
Z tego po wodu - mimo ¿e jest to sub stanc ja wy soce swo -
ista dla pa len ia ty ton iu - nie spe³nia wy mog ów do brego
bio mark era, zw³asz cza przy d³ugot rwa³ym nara ¿eniu na
pa len ie ty ton iu. 

3.3. Ko tyn ina

Ko tyn ina - g³ówny me tab olit ni kot yny – ma okres
pó³trwa nia wy nosz¹cy ok. 16-48 h i dla tego jest ona
uznana za spe cyf iczny mar ker eks poz ycji na dym  tyto -
niowy [9]. Ko tyn ina me tab oli zuje do glu kur oni du  koty -
ni ny, 3-hy droksy-ko tyn iny oraz glu kur oni du 3-hy dro-
ksy kot yni ny. Fakt ten po wod uje, ¿e st ê¿e nia ko tyn iny
oznac zone w su row icy lub mo czu mog¹ ok azaæ siê du¿o
ni ¿sze w sto sunku do prz yjêt ej daw ki ni kot yny [8]. Œred -
nie stê ¿enia ko tyn iny nie przek racz aj¹ce 10 ng/ml w œli nie 
i su row icy oraz 50 ng/ml w mo czu s¹ cha rakt ery s ty czne
dla bier nej eks poz ycji na dym ty ton iowy, zaœ u   aktyw -
nych pa lac zy ty ton iu st ê¿e nia te s¹ znacz nie wy¿sze
i wyno sz¹ we krwi ok. 350-500 ng/ml oraz w œl inie
1700 ng/ml (ta bela I) [5, 8, 9, 21, 25, 26, 27, 29, 30, 38].

3.4. Kar boks yhe mog lob ina i jon tio cyj ani anowy

Kar boks yhe mog lob ina (COHb) jest rzad ko sto sow a -
na jako mar ker nar a¿enia na bier ne pa len ie, g³ów nie z po -
wodu kr ótk iego cza su po³owiczn ego za niku (3-4 h) oraz
jej ni esw oistoœci dla pa len ia ty ton iu. 

Jon tio cyj ani anowy po zwala na zr ó¿ni cowanie  pala -
czy i osób nie pal¹cych, jed nak¿e spo ¿ywanie ¿yw noœci
bo gat ej w ten jon (np. ziem niaki, po mid ory) po wod uje
ogran icz enie jego za stos owa nia w tym celu [8].
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4. Wyb ór ma ter ia³ bio log iczne go

4.1. Uwagi ogól ne

Wybór ma ter ia³u bio log iczne go do ba dan ia che micz -
no-tok syk olo gic znego po win ien byæ do kon any na pod -
staw ie za³o¿o nego celu anal izy. Ocenê nara ¿en ia na dym
ty ton iowy lub czyn ne pa len ie, kt óre mia³o miej sce
w ci¹gu kil ku ostatn ich go dzin, mo ¿na op rzeæ na  ozna -
cze niu ni kot yny i jej me tab oli tów do kon anym we krwi
lub œl inie. D³u¿ szy okres, do trzech dni, mo¿liwy bêdzie
do ustal enia po ba dan iu mo czu, zaœ najd³u¿ szy - na wet
do kil ku mie siêcy - po anal izie w³osów i (lub) pa znokci.
Ma ter ia³ bio log iczny po bier any do ba dañ po win ien byæ
prze chow ywa ny w szkla nych lub po lip ropy len owy ch
zam kni êty ch na czyn iach w tem per atu rze -20°C.

4.2. Krew

Po po bran iu co naj mniej 5 ml krwi do na czyn ia z anty -
k oag ulan tem krew po winna byæ od wir owa na (2000 g)
przez ok. 10 min i prze chow ywa na w sta nie zamr o ¿o -
nym. Anal iza krwi do starc za in form acji o ak tua lnym stê -
¿ eniu an ali tów, a wy niki po mia rów ³atwo jest po rów naæ
z wart oœc iami re fer ency jnymi. Pr zyd atno œæ krwi jako
ma ter ia³u anal ity cznego ogran icz aj¹ in waz yjny sp osób
po bier ania oraz brak mo ¿liw oœci re tros pekty wnej oceny
stê¿ eñ ba dan ych zwi¹zków. Wy niki ba dan ia  biomar ke -
rów we krwi ogran icz aj¹ odró¿ nia nie pa lac zy bier nych
od czyn nych pal¹cych spo rad ycznie lub umiark owa nie.
Stê¿en ia ko tyn iny wy nosz¹ce ok. 10 ng/ml mog¹ wy -
st¹piæ za równo u osób pal¹cych ok. 1-10 pa pierosów
dzien nie, jak równi e¿ u pa lac zy bier nych.

4.3. Œlina

St ê¿e nia an ali tów w œl inie s¹ zwy kle pro porc jona lne
do ich stê ¿enia we krwi. Za let¹ tego ma ter ia³u jest mo ¿li -
woœæ wie lok rotne go nie inw azy jnego jego otrzym ania
bez ry zyka np. in fekc ji, a po bran ie nie wy maga udzia³u
fa chow ego per son elu me dyczn ego i nie jest „po gwa³ce -
niem pr ywatnoœci”. Jed nym ze spo sobów po bran ia wi êk -
sz ej il oœci œl iny jest za lec enie, aby po przep³ukan iu wod¹
jamy ust nej ba dany nie po³yka³ œl iny przez okres ok.
5 min. W ten sposób mo¿liwe jest uzys kanie ok. 5 ml
œliny, któr¹ nast êpnie nale ¿y odwi rowaæ i zamr oziæ w tem -
pe rat urze -20°C do cza su anal izy. W celu  zwiêk sze nia
pro dukc ji œli ny mo¿ na zas toso waæ tak ¿e  substan cje
zwiêk s zaj¹ce jej wy dziel anie (np. kwas cy tryn owy) [8].
Wad¹ ba dan ia œl iny jest brak stan dar yza cji me tod jej po -
bier ania oraz anal izy fi zyk och emic znej, co utrudn ia po -
równ ywanie i interp retacjê wyników. 

4.4. Mocz

Mocz sta nowi „zagêsz czony” roz twór ró¿ nych zwi¹z -
ków che miczn ych, co u³atwia analizê che miczno- tok sy-
 ko log iczn¹. Do wad tego ma ter ia³u za lic za siê mo ¿li woœæ
³atwego zafa³szo wan ia pró bki, a kon iec znoœæ kon troli
pod czas jego po bier ania mo¿e byæ trak tow ana jako „po -
gwa³ce nie pr ywatnoœci” i „in tymnoœci”. Za wartoœæ ko -
tyn iny w mo czu po winno wy ra¿aæ siê sto sunk iem stê -
¿e nia ko tyn iny do st ê¿e nia kre atyn iny w celu uwz glêd -
nie nia stop nia zagê szczenia lub rozc ieñczenia mo czu.
W prze prow adz onych przez autorów tej pra cy ba dan iach
za obs erwo wano, ¿e wœ ród ak tywn ych pa lac zy st ê¿e nie
ko tyn iny by³o znacz¹co wy¿sze w mo czu w sto sunku do
jej zaw arto œci w su row icy krwi i œl inie [36].

4.5. W³osy

Po mocne w od ró¿n ieniu pa lac zy bier nych od czyn -
nych mo¿e byæ tak¿e oznac zenia ni kot yny i ko tyn iny we
w³osach (ta bela I). Za let¹ tego spo sobu ba dan ia jest mo ¿ -
li woœæ wy kryc ia sub stanc ji na wet przy spo rad ycznym jej
u¿y wan iu do kil ku mie siêcy wstecz (œrednio w³osy rosn¹
ok. 1 cm na mie si¹c), pro sty nie inw azy jny spo sób  pobie -
rania, brak mo ¿liw oœci zafa³szo wan ia pró bki oraz fakt, ¿e 
w³osy nie wy mag aj¹ spe cjaln ych war unków prze chow y -
wa nia do cza su anal izy, a przy ich po bier aniu nie ma ry -
zyka prze nies ienia chor ób zaka Ÿnych. W pro wad zony ch
przez autorów tej pra cy ba dan iach nie uda³o siê po braæ
w³osów b¹dŸ z po wodu bra ku ob fit ego ow³osien ia, b¹dŸ
ze wzglê dów na tury es tet ycznej [32]. Pr zyd atnoœæ   bada-
 nia che miczno-tok syk olo gic znego w³osów ogran icza brak
jed nol ity ch i po wtar zalny ch me tod eks trakc ji i oznac ze -
nia koñco wego, co jest przy czyn¹ uwiar ygo dnie nia i pra -
wid³owej in terp reta cji wy ników. Anal iza che miczno-
tok sy kol ogi czna w³osów nie daje mo¿ liw oœci wy kryc ia
an alit ów przyj mow any ch na krótki czas przed ba dan iem.

5. Me tody oznac zania

Wy bór tech niki anal ity cznej sto sow anej do oznac ze -
nia stê¿e nia anali tów zale¿y zwy kle od nas têpuj¹cych
czyn ników: war toœci ich stê ¿eñ naj czêœciej wystê pu j¹ -
cych w ba dan ych pr óbk ach, spo sobu przy got owa nia do
anal izy koñc owej, sk³adu ma trycy (inne zwi¹zki, niebê -
d¹ce przed miot em anal izy), dost êpn ej apar atu ry oraz
mo¿ liwoœci fi nans owy ch la bor ato rium. 

Do ws têp nego wy kryc ia (tzw. skry ningu) ko tyn iny,
ni kot yny oraz ko fei ny s³u¿¹ te sty im mun och emic zne.
Naj cz êœci ej sto sow ane te sty prze siew owe opier aj¹ siê na
me tod zie im mun oen zym aty czn ej ELISA (ang. en zyme-
lin ked im mun oas say) oraz ra dioi mmu nol ogi czn ej RIA
(ang. ra dioi mmu noa ssay) [17, 28]. Du¿a sw oist oœæ prze -
ciwc ia³ u¿yw anych w me tod ach im mun och emic znych
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po zwala na szyb kie wy elim ino wan ie pró bek, któ re nie
za wier aj¹ anal itu. 

Stê¿ enia ko tyn iny i ni kot yny w mo czu oznac zano
równi e¿ za po moc¹ be zpoœredniego te stu ko lor yme try cz -
nego z kwa sem bar bit uro wym, a wy niki anal iz by³y po -
rów nyw alne z wy nik ami otrzym any mi me tod¹ chro ma-
to graf ii cie czow ej HPLC [31, 35]. Obecn ie wiêks zoœæ
mia rod ajny ch i swo istych me tod oznac zania ko tyn iny,
ni kot yny i ko fei ny to tech niki chro mat ogr afic zne, w kt ó -
rych oznac zenie jakoœ ciowe i iloœc iowe jest wy kon ywa ne 
przez wy kor zyst anie spek trom etr ii mas (HPLC-MS,
GC-MS) [8, 10].

6. Ba dan ia w³asne

6.1. Ma ter ia³

Ma ter ia³ bio log iczny do bad añ uzys kano przy wspó ³ -
pra cy z Kli nik¹ Cho rób Wew nêtrznych i Ostrych Zatruæ
Akad emii Me dyczn ej w Gd añsku. Po uzys kaniu zgo dy
Nie zale¿nej Ko mis ji Bio etyczn ej do spraw Badañ Na -
ukowych przy AMG (nr NKEBN/516/2005) 24 osób po
za bieg ach pr zezs kórnej an giop last yki wi eñco wej
(PTCA) po brano pr óbki krwi, mo czu i œl iny. Z po wodu
bra ku ob fit ego ow³osien ia lub wzglê dów na tury es tet ycz -
nej nie po brano od pr oban tów w³osów. Po nadto 4 osoby
odmó wi³y po bran ia ja kieg oko lwiek ma ter ia³u bio log icz -
ne go. W ma ter iale po bran ym po up³ywie od 1 do 6 mie -
siê cy od cza su za biegu ba dano st ê¿e nia ni kot yny, ko -
ty niny i ko fei ny w celu obiekt ywne go spraw dzen ia, czy
pa cjenci, sto suj¹c siê do zal eceñ le kar zy, prze stali paliæ
pa pier osy. W ba dan ej gru pie by³o 18 mê¿ czyzn w wie ku
od 48 do 76 lat oraz 6 ko biet w wie ku od 56 do 70 lat. 

6.2. Me toda ba dañ

Me tod ykê oznac zenia ko tyn iny, ni kot yny i ko fei ny
w su row icy krwi, mo czu i œl inie przy got owa no i zmo -
dyfi ko wano na pod staw ie pro ced ury oprac owa nej przez
Zuc caro oraz G³owack iego i in. [14, 40]. Pa ram etry anal i -
ty czne oprac owa nej me tody oraz opis ba dan ia an kiet o -
we go poda no szcz egó³owo we wcze œniejszych pu bli ka-
cjach [6, 36]. 

6.3. Om ówie nie wy ników

Ws têpne wy niki oznac zone dla 20 proba ntów po za -
biegu PTCA ocen iaj¹ce zawa rtoœæ ni kot yny, ko tyn iny
i ko fei ny przed staw iono w ta beli II, III i IV.

Ma³a gru pa ba dan ych osób oraz w¹tp liw oœci do ty -
cz¹ce pr awdziwoœci z³o¿ onych de klar acji do tycz¹cych
pa len ia ty ton iu (zw³asz cza osób de klar uj¹cych na ra¿e nie
na bier ne pa len ie oraz osób nie pal¹cych) spra wia, ¿e nie
mo¿na œred nich wyni ków poró wnywaæ z da nymi re fer en -

cy jnymi. St¹d po szc zegó lne osoby i oznac zone dla nich
zawar toœci ni kot yny i ko tyn iny w p³ynach ustroj owy ch
porówn ywa no ze stê¿en iami zaczer pni êtymi z li ter atu ry
przed miotu, a za wart ymi w ta beli I. Wœ ród 7 osób  dekla -
ru j¹cych siê jako osoby ak tywn ie pal¹ce pa pier osy, œr ed -
nie st ê¿en ia ko tyn iny i ni kot yny w œl inie by³y wy ¿sze ni¿
we krwi, a w mo czu - w przy padku ni kot yny - na jwy¿ -
sze. Na pod staw ie prze prow adz onych badañ che micz -
no-tok syk olo gic znych oraz bad añ an kiet owy ch stwier -
dzo no, ¿e czyn nymi pa lac zami ty ton iu by³o a¿ 42% pro -
bantów po prze byt ym za biegu PTCA, na tom iast a¿ 30%
pa lac zy za tai³o ten fakt pod czas ba dan ia le kars kiego.
Roz ró¿nienie pa lac zy czyn nych od nara ¿onych na  pale -
nie bier ne by³o mo¿l iwe na pod staw ie por ówny wania stê -
¿eñ ko tyn iny w mo czu, jed nak nal e¿y pam iêtaæ, ¿e od-
 ró¿nienie osób pal¹cych do kil ku pap ierosów dzien nie
oraz osób nara¿ onych na pa len ie bier ne mo¿e byæ bar dzo
trud ne. W ta kim przy padku bar dziej wia ryg odne by³oby
oznac zenie ko tyn iny i ni kot yny we w³osach.

Nie za obs erwo wano wy raŸ nych ró ¿nic mi êdzy po -
szcze gólnymi wa rto œcia mi œr edn imi po miê dzy zawartoœ -
ci¹ ko fei ny u osób pal¹cych, na ra¿ onych na bier ne pa -
le nie i nie pal¹cych (ta bela IV).

Dla po trzeb tok syk olo gii s¹do wej bar dziej u¿y teczne
wy daj¹ siê oznac zenia stê¿eñ ko tyn iny, ni kot yny i ko fei -
ny w ma ter ia³ach kla syczn ych. Wy niki anal iz we krwi
i mo czu s¹ wia ryg odne i po wszechn ie uznaw ane. Anal izy 
ma ter ia³ów al tern aty wnych trak tow ane s¹ nadal jako
uzu pe³niaj¹ce. Cen nym ma ter ia³em w tok syk olo gii s¹do -
wej wy daj¹ siê w³osy, kt óre mo ¿na wy korzystaæ w przy -
padk ach d³ugot rwa³ego nara ¿enia na dzia³anie dymu ty -
to niow ego. W³osy za lic zane s¹ do tzw. tka nek wy daln i -
cz ych, w kt órych ba dane anal ity uleg aj¹ ku mul acji, co
przy uw zgl êdn ieniu d³ugiego cza su po woln ego wzro stu
w³osów daje mo¿l iwoœci wy kryw ania an alit ów na wet po
wie lu la tach od mo mentu ich wbu dow ania w str ukt urê
w³osa [25]. 

Z punk tu wi dzen ia tok syk olo gii kli niczn ej szc zegól -
nie war toœci owe okaz uj¹ siê oznac zenia w ma ter ia³ach al -
tern aty wnych. St ê¿en ia ko tyn iny, ni kot yny oraz ko fei ny
w œl inie s¹ po rów nywalne do ich za war toœci w su row icy
krwi. Oznac zenia uzys kane na pod staw ie ba dan ia w³o -
sów po zwal aj¹ na od ró¿n ienie pa lac zy czyn nych od osób
nie pal¹cych, lecz nar a¿onych na dzia³anie dymu ty ton io -
we go, czy li tzw. pa lac zy bier nych. Ustal ono, ¿e stê¿e nia
ni kot yny i ko tyn iny we w³osach ko rel uj¹ z cza sem trwa -
nia oraz inte nsywnoœci¹ na³ogu pa len ia ty ton iu [21]. 

7. Pod sum owa nie

1. Na pod staw ie bad añ an kiet owy ch oraz wy ników ba -
dañ che miczno-tok syk olo gic znych ma ter ia³u  bio lo-
 gicz nego po bran ego od 20 osób stwier dzono, ¿e czyn -
nymi pa lac zami ty ton iu by³o a¿ 42% pr oba ntów po
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prze byt ym za biegu PTCA, na tom iast a¿ 30% pa lac zy
za tai³o ten fakt pod czas ba dan ia le kars kiego.

2. Mia rod ajna ocena pa len ia ty ton iu mo¿e byæ do kon a -
na na pod staw ie oznac zenia stê¿e nia ko tyn iny w su -
row icy krwi, œl inie i mo czu za po moc¹ chro mato -
gra fii cie czow ej z de tekcj¹ spek trof oto met ryc zn¹
HPLC/UV-DAD. W ba dan iach stwier dzono, ¿e ko -
tyn ina wy stê puje w zb li¿ ony ch st ê¿e nia ch w su row i -
cy krwi i w œl inie. Taki wy nik za wartoœci ko tyn iny
po twierd zaj¹ ta k¿e dane za warte w li ter atu rze przed -
miotu. Daj¹ one podst awê do zast¹pie nia w  niedale -
kiej przysz³oœci ba dan ie krwi anal iz¹ œliny.

3. Odró¿nienie czyn nych pa lac zy i osób na ra¿ onych na
bier ne pa len ie jest mo ¿li we na pod staw ie por ówna nia 
war toœci stê ¿eñ ko tyn iny w mo czu, jed nak  uwiary -
god nienie ta kiego zr ó¿ni cowania mo ¿na uz yskaæ po
oznac zeniu zawar toœci ni kot yny i ko tyn iny we w³o -
sach, co nie stety nie by³o mo¿ liwe w wy kon any ch ba -
dan iach z po wodu bra ku ob fit ego ow³osien ia lub
wzglê dów na tury es tet ycznej.

4. Ko tyn ina wy daje siê opty maln ym bio mark erem pa -
len ia, kt óry spe³nia wy mag ania sw ois toœ ci i oz nac zal -
noœci w re lat ywnie sze rok im za kres ie „okna” cza so -
wego de tekc ji. W przy padku oceny spo¿ ycia pr oduk -
tów bo gat ych w ko fei nê wy starc zaj¹ce jest ba dan ie
jej niezmetabolizowanej for my.   
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