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Abstract

The aim of the work was to develop a reliable procedure for determining nicotine, cotinine and also caffeine in standard biologi-
cal materials (blood, urine) and also alternative ones (saliva). An attempt was made to assess the usefulness of these determina-
tions in forensic and clinical toxicology. Selection of biological material for chemo-toxicological study should be made
depending on the aim of the study. The optimum material for study of current concentration of nicotine, cotinine and caffeine in
the organism of a living person is saliva, which will most probably replace blood. For analysis of the latter requires use of an inva-
sive method of collection, which is linked to risk. Distinguishing between active and passive smokers is possible on the basis of
comparison of cotinine concentrations in urine; this distinction can then be confirmed by determining content of nicotine and
cotinine in hair. Cotinine seems to be the optimum biomarker of smoking, fulfilling requirements of specificity and determinabil-
ity with a relatively broad time range (window) of detectability. In the case of assessment of consumption of products rich in caf-
feine, it is sufficient to study its unmetabolised form. For differentiation between passive and active smokers, liquid chro-
matography with spectrophotometric detection (HPLC/UV-DAD) can be used.
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1. Introduction

Nicotine and caffeine are currently amongst the
most frequently used legal stimulants. In the course of
smoking tobacco, over 4000 chemical compounds are
formed, of which about 40 possess carcinogenic prop-
erties. It is generally known that smoking tobacco is
one of the main and modifiable risk factors for diseases
of the circulatory system, respiratory system and tu-
mours (cancer). In the year 2000 alone, the number of
deaths related to tobacco smoking exceeded approx.

4.2 million persons in the world. In Poland, consump-
tion of tobacco products is amongst the highest in Eu-
rope; almost 10 million Poles remain active tobacco
smokers [24, 29, 34, 37]. However, products contain-
ing caffeine, including coffee, are consumed by over
80% of people in the world. Caffeine possesses weaker
psychoactive activity than nicotine [2, 13].

A relatively frequent result of chemo-toxicological
analyses in studied biological samples is detection of
nicotine, caffeine and also their metabolites, which is



Determination of nicotine, cotinine and caffeine in standard...

141

linked to the universality of drinking coffee and smok-
ing cigarettes.

The aim of the work was to establish a reliable pro-
cedure for determining nicotine and its metabolite —
cotinine and also caffeine in standard (blood, urine)
and also alternative biological materials (hair, saliva).
An attempt was also made to assess the usefulness of
these determinations in forensic and clinical toxicol-
ogy, especially objective biomarkers of tobacco smok-
ing, and on the basis of their concentrations to ascer-
tain whether it is possible to distinguish between ac-
tive and passive tobacco smokers. This may have
a practical application in medico-legal judicature — es-
pecially relating to insurance, and also in clinical treat-
ment.

2. Properties and metabolism of nicotine and
caffeine in the human organism

Processes that are an effect of smoking tobacco and
also consumption of products rich in caffeine are
linked to each other on the metabolic level in the hu-
man organism. Smoking stimulates cytochrome P450
1A2 (CYP1A2) — the main enzyme responsible for
metabolism of caffeine. A consequence of this process
is the fact that smokers of tobacco have a significantly
greater need for products containing caffeine in rela-
tion to non-smokers. In connection with this after con-
sumption of the same dose of caffeine its concentration
in blood plasma in tobacco smokers is four times lower
than in non-smokers [19]. Nicotine also interacts with
caffeine and alcohol, and also intensifies the action of
NSAIDs. Simultaneous long-term exposure to caf-
feine and nicotine contributes to the development of
arterial hypertension and also atherosclerosis, increas-
ing the risk of occurrence of myocardial infarction and
also stroke [12, 15, 16, 20].

2.1. Nicotine

Nicotine is absorbed into the blood via the mucous
membrane of the oral cavity, the skin and also the
alveolo-capillary barrier in the lungs [38]. The fastest
uptake of nicotine occurs in the respiratory system,
where the pH in the pulmonary alveolus is about 7.4.
The absorption of this compound through the skin is
used above all in nicotine substitution therapy; absorp-
tion via the digestive tract, on the other hand, is low
due to the acidity of gastric juice. Figure 1 presents
metabolic transformations of nicotine.

Metabolites of nicotine and also remaining unme-
tabolised nicotine eventually become coupled with
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Fig. 1. Metabolic pathway of nicotine [8].

glucuronic acid and are excreted via the urine. The in-
tensity of the above transformations depends on age,
sex and race [27]. Above 70% of nicotine in the organ-
ism is transformed to cotinine and other metabolic
products, and is then excreted in urine [4, 7, 11, 21].

Nicotine has an inducing influence on the activity
of many enzymes of the microsomal fraction of cells
(CYP2E1, CYP2B2, CYP1AIl and CYP1A2), which
are responsible, amongst other things, for metabolism
of other xenobiotics. Also, enzymes taking part in
phase II of the biotransformation of medicines (e.g. glu-
curonyltransferase) can be activated by multi-ring aro-
matic hydrocarbons that are formed during smoking of
cigarettes. Carbon monoxide contained in tobacco
smoke and also heavy metals may exhibit an inhibiting
effect on a range of enzymes metabolising various
xenobiotics, including, above all, medicines.

Activation of CYP1A2 causes e.g. a decrease in the
effect of the action of chloropromazine, chlordiaze-
poxide, clorazepate, fluvoxamine, oxazepam, cloza-
pine and olanzapine and also an increase in the clear-
ance of caffeine even by 60%. Smoking of tobacco
also forces an increase in administration by about 50%
of pentazocine used in treatment of morphine and her-
oin dependence [33].
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2.2. Caffeine

Caffeine is a natural alkaloid with weak psychoac-
tive action. Coffee grains contain about. 1-2% caf-
feine, whilst tea leaves about 1-4% caffeine [2]. Caf-
feine is absorbed completely and quickly from the di-
gestive tract, and its maximum concentration in blood
occurs after about 1 h [1, 18]. It passes easily both
across the blood-brain barrier and the placental barrier,
and its distribution in the organism is proportional to
the degree of hydration of tissues. Caffeine does not
accumulate. Its biological half-life is 2.5-4.5 h. Mod-
erate consumption of caffeine rarely constitutes a threat
to human health. The toxic dose is approx. 0.5-1 g,
which is equivalent to a caffeine concentration in blood
of approx. 15 000 ng/ml; the lethal dose is estimated to
be about 10 g, which corresponds to a concentration in
the blood of about 115 000 ng/ml of caffeine. Symp-
toms of acute poisoning are: fear, irritation, rage,
photophobia, headaches, dilation of pupils, arousal,
vomiting, disturbances of heart rhythm, stimulation of
the respiratory centre, insomnia, and even hallucina-
tion. Long term abuse of caffeine may lead to chronic
poisoning, which manifests in excessive psychomotor
arousal (racing thoughts), arterial hypertension, anxi-
ety, insomnia and increased diuresis. It has been
shown that daily taking of caffeine may result in devel-
opment of physical tolerance of the organism [16, 23].

It may turn out that caffeine has numerous interac-
tions with medicines. It seems that this substance may
intensify the action of non-steroidal anti-inflammatory
and analgesic drugs (e.g. interaction of caffeine with
acetylsalicylic acid leads to hyperadditive synergy).
A similar chemical structure and a similar mechanism
of action of theophiline, aminophiline and caffeine of-
ten lead to interaction of these compounds in persons
with bronchial asthma or chronic inflammation of the
bronchi.

3. Biomarkers
3.1. General comments

In medicine, characteristic symptoms for a given
disease or behaviour e.g. drinking alcohol or smoking
cigarettes etc have been sought for a long time. As lab-
oratory diagnosis has improved over the years, charac-
teristic substances have been sought whose occurrence
or increase in concentration in blood would be specific
for a given disease or behaviour. Such substances are
termed biomarkers (markers). A biomarker should be
characterised by specificity in relation to a studied

property, a long half-life and also the possibility of
simple and reliable qualitative and quantitative deter-
mination in body fluids. In the case of persons con-
suming products containing caffeine — due to the rela-
tively high toxic dose — there is no need to study me-
tabolites besides caffeine itself. However, the situation
is different for persons smoking tobacco. During smok-
ing a very great number of chemical compounds are
generated, which can interfere both with the biomarker
itself and other substances originating from the sur-
roundings of the studied person. In toxicological anal-
ysis, such biomarkers as nicotine, cotinine, carboxy-
hemoglobin and also the thiocyanate ion [8] are used
most frequently in order to differentiate active smok-
ers of tobacco from non-smokers. Recently attempts
have also been made with other biomarkers of expo-
sure to tobacco smoke, including: 1-hydroxypyrene
[39], adducts of DNA and proteins [3] or 4-(methyl-
nitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL) [10].

3.2. Nicotine

The half-life of nicotine in serum is about 2 h. For
this reason — in spite of the fact that it is a highly spe-
cific substance for tobacco smoking — it does not fulfil
requirements of a good biomarker, especially when
there is long-term exposure to tobacco smoking.

3.3. Cotinine

Cotinine — the main metabolite of nicotine — has
a half-life of approx. 16—48 h and that is why it is ac-
knowledged as a specific marker of exposure to to-
bacco smoke [9]. Cotinine is metabolised to cotinine
glucuronide, 3-hydroxy-cotinine and also 3-hydroxy-
cotinine glucuronide. This fact means that concentra-
tions of cotinine determined in serum or urine may turn
out to be much lower in relation to the accepted dose of
nicotine [8]. Mean concentrations of cotinine not
exceeding 10 ng/ml in saliva and serum and also
50 ng/ml in urine are characteristic of passive expo-
sure to tobacco smoke, whilst in active tobacco smok-
ers these concentrations are significantly higher,
amounting to approx. 350-500 ng/ml in blood and
1700 ng/ml in saliva (Table 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 exposure to passive smoking, mainly due
to its short half-life (3—4 h) and its non-specificity for
tobacco smoking.
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TABLE 1. 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-smoking

Active smoking

Not exposed Exposed 1-10 Cigarettes daily >10 Cigarettes daily
to passive smoking to passive smoking
Concentration of nicotine [ng/ml, for hair — ng/mg]
Blood —* 3-60 3-60 950-1200
Saliva - 3-60 3-60 950-1200
Urine - - -
Hair - 1.2 - 20-240
Concentration of cotinine [ng/ml, for hair — ng/mg]
Blood - 10 80 300-500
Saliva - 10 70 300-500
Urine 6.2 10-50 650 1100-1700
Hair — 0.3 — 6-20

—* No data available.

The thiocyanate ion enables differentiation be-
tween smokers and non-smokers; however, consump-
tion of food rich in this ion (e.g. potatoes, tomatoes)
causes limitation of'its application for this purpose [8].

4. Selection of biological material
4.1. General comments

Selection of biological material for chemo-toxico-
logical analysis should be made on the basis of the aim
of the analysis. Assessment of exposure to tobacco
smoke or active smoking that has taken place in the last
few hours can be based on determination of nicotine
and its metabolites in blood or saliva. A longer period,
up to three days, can be established after analysing
urine, whilst the longest — even up to several months —
after analysis of hair and (or) nails. Biological material
collected for study should be stored in closed glass or
polypropylene vessels at a temperature of —20°C.

4.2. Blood

After collecting at least 5 ml of blood and placing
into a vessel with anticoagulant, blood should be cen-
trifuged (2000 g) for about 10 min and stored in
a frozen state. Analysis of blood provides information
about the current concentration of analytes, and results
of analysis are easy to compare with reference values.

The usefulness of blood as an analytical material is
limited by the invasiveness of collection and the lack
of possibility of retrospective assessment of concen-
trations of studied compounds. Results of study of
biomarkers in blood have a limited ability to differen-
tiate between passive smokers and sporadic or moder-
ately active smokers. Concentrations of cotinine of
approx. 10 ng/ml can occur both in smokers of about
1-10 cigarettes daily and in passive smokers.

4.3. Saliva

Concentrations of analytes in saliva are usually
proportional to their concentration in blood. The ad-
vantage of this material is the possibility of multiple
non-invasive collection without risk of e.g. infection,
and collection does not require professional medical
personnel and is not a “violation of privacy”. One of
the methods of collecting a large amount of saliva is to
advise subjects, after rinsing out their mouth with wa-
ter, not to swallow saliva for about 5 min. In this way it
is possible to obtain about 5 ml of saliva, which should
then be centrifuged and frozen at a temperature of
—20°C until time of analysis. In order to increase pro-
duction of saliva, substances which increase its secre-
tion (e.g. citric acid) can also be used [8]. The disad-
vantage of analysing saliva is a lack of standardisation
of methods of collection and also physico-chemical
analysis, which makes it difficult to compare and inter-
pret results.
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4.4. Urine

Urine constitutes a “concentrated” solution of vari-
ous chemical compounds, which facilitates chemo-
toxicological analysis. Drawbacks of this material in-
clude the possibility of easy falsification of sample,
and the necessity of monitoring during collection can
be treated as a “violation of privacy” and “intimacy”.
Cotinine content in urine should be expressed as the
ratio of cotinine concentration to creatinine concentra-
tion with the aim of taking into account degree of con-
centration or dilution of urine. In studies carried out by
the authors of this paper, it has been observed that
amongst active smokers the concentration of cotinine
was significantly higher in urine in relation to its con-
tent in blood serum and saliva [36].

4.5. Hair

Determination of nicotine and cotinine in hair can
be helpful in differentiating between passive and ac-
tive smokers (Table I). An advantage of this method of
analysis is the possibility of detecting a substance even
when there was sporadic use up to several months ear-
lier (on average hair grows about 1 cm per month), the
simple non-invasive method of collection, lack of pos-
sibility of falsifying sample and also the fact that hair
does not require special conditions of storage up to the
time of analysis, and its collection is not associated
with risk of transmitting infectious diseases. In studies
performed by the authors of this paper, we did not suc-
ceed in collecting hair either due to a lack of “abundant
hair”, or for aesthetic reasons [32]. The usefulness of
chemo-toxicological analysis of hair is limited by
a lack of uniform and repeatable methods of extraction
and final determination. Chemo-toxicological analysis
does not enable detection of analytes taken a short time
before (the analysis).

5. Methods of determination

The choice of analytical technique used to deter-
mine concentration of analytes usually depends on the
following factors: the values of their concentrations
most frequently occurring in studied samples, the
method of preparation for final analysis, the composi-
tion of the matrix (other compounds that are not the
subject of analysis), available apparatus and also fi-
nancial possibilities of the laboratory.

Immunochemical tests are used for preliminary de-
tection (so-called screening) of cotinine, nicotine and
also caffeine. The most frequently used screening tests

are based on the immunoenzymatic ELISA (enzyme-
linked immunoassay) method and also the radioimmu-
nological RIA (radioimmunoassay) method [17, 28].
High specificity of antibodies used in immunochemi-
cal methods allows quick elimination of samples not
containing the analyte.

Concentrations of cotinine and nicotine in urine
were also determined with the help of a direct co-
lorimetric test with barbituric acid, and the results of
analyses were comparable with results obtained by
HPLC [31, 35]. Currently most reliable and specific
methods of determining cotinine, nicotine and caffeine
are chromatographic techniques, in which qualitative
and quantitative determination is carried out using
mass spectrometry (HPLC-MS, GC-MS) [8, 10].

6. Own studies
6.1. Material

Biological material for analyses was obtained with
the help of the Clinic of Internal Diseases and Acute
Poisonings of the Medical Academy in Gdansk). After
receiving permission from the Independent Bioethical
Commission for Scientific Research at the AMG
(nr NKEBN/516/2005), samples of blood, urine and
saliva were collected from 24 persons after percu-
taneous transluminal coronary angioplasty (PTCA).
Due to lack of abundant hair or for aesthetic reasons,
hair was not collected from subjects. Furthermore,
4 persons refused collection of any sort of biological
material. In material taken 1 to 6 months after the
PTCA, concentrations of nicotine, cotinine and caf-
feine were analysed with the aim of objectively check-
ing whether patients, in accordance with recommen-
dations of medical doctors, had stopped smoking ciga-
rettes. In the studied group there were 18 men aged
48 to 76, and also 6 women ranging from 56 to
70 years old.

6.2. Method of analyses

The method of determination of cotinine, nicotine
and caffeine in serum, urine and saliva was prepared
and modified on the basis of a procedure developed by
Zuccaro and also Gtowacki et al. [ 14, 40]. The analyti-
cal parameters of the developed method and also a de-
scription of the questionnaire survey have been de-
scribed in detail in earlier publications [6, 36].
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6.3. Discussion of results

Preliminary results determined for 20 subjects after
PTCA, giving content of nicotine, cotinine and caf-
feine are presented in Table II, IIl and I'V.

The small group of studied persons and also doubts
concerning the veracity of submitted declarations con-
cerning smoking of tobacco (especially persons de-
claring exposure to passive smoking and also
non-smokers) mean that average results cannot be
compared with reference data. Hence, particular per-
sons and content of nicotine and cotinine in body flu-
ids determined for them were compared with
concentrations gained from literature on the subject,
and contained in Table I. Amongst 7 persons declaring
themselves as persons actively smoking cigarettes, av-
erage concentrations of cotinine and nicotine in saliva
were higher than in blood, and highest — in the case of
nicotine — in urine. On the basis of performed
chemo-toxicological analyses and questionnaire sur-
veys, it was ascertained that as many as 42% of sub-
jects after PTCA were active tobacco smokers, but as
many as 30% of smokers covered up this fact during
the medical examination. Differentiating between ac-
tive smokers and those exposed to passive smoking
was possible on the basis of comparing concentrations
of cotinine in urine; however, it should be remembered

that distinguishing persons smoking up to several
cigarettes per day from persons exposed to passive
smoking can be very difficult. In such a case, it would
be more reliable to determine cotinine and nicotine in
hair. Clear differences between particular average val-
ues for caffeine content in smokers, those exposed to
passive smoking and non-smokers were not observed
(Table 1V).

For the needs of forensic toxicology, it seems more
useful to determine the concentration of cotinine, nico-
tine and caffeine in traditional materials. Results of
analyses in blood and urine are reliable and universally
recognised. Analyses of alternative materials are still
treated as supplementary. Hair seems to be a valuable
material in forensic toxicology, which may be used in
cases of long-term exposure to the action of tobacco
smoke. Hair is considered to be a so-called excretory
tissue, in which studied analytes accumulate, which,
taking into account the long time of slow growth of
hair gives possibilities of detecting analytes even
many years after the moment of their incorporation
into the structure of the hair [25].

From the point of view of clinical toxicology, de-
termination in alternative materials turns out to be es-
pecially valuable. Concentrations of cotinine, nicotine
and also caffeine in saliva are comparable to their con-
tent in blood serum. Determinations obtained on the

TABLE 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)

Studied material Number of persons

Average concentration

Range of concentrations

Concentration of nicotine [ng/ml] in persons declaring themselves to be smokers

Blood 72) 50 50

Saliva 73) 510 110-740

Urine 73) 3500 (1100)” 560-9500 (170-2800)"
Concentration of nicotine [ng/ml] in persons declaring themselves exposed to passive smoking

Blood 4 (1) 79 79

Saliva 4 (1) 380 380

Urine 42) 245 (280)” 220-270 (270-290)""
Concentration of nicotine [ng/ml] in persons declaring themselves to be non-smokers

Blood 9(1) 29 29

Saliva 9(2)" 380 80680

Urine 9 (3)" 980 (1200) 13-2300 (18-2600)"

* . o, . . . *% . . o .
— Number of persons with positive results given in brackets; ~ — values of concentrations expressed relative to creatinine content are

presented in brackets [ng/mg]".
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TABLE 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)

Studied material

Number of persons Average concentration Range of concentrations

Concentration of cotinine [ng/ml] in persons declaring themselves as smokers

Blood
Saliva

Urine

Blood
Saliva

Urine

Blood
Saliva

Urine

7(5) 190 23-360

703) 560 190-1100

74 600 (280)" 140-1020 (40-470)"
Concentration of cotinine [ng/ml] in persons declaring themselves to be exposed to passive smoking
43) 310 24-590

4 (1) 320 320

4(3) 540 (640)" 40-1100 (240-1100)""
Concentration of cotinine [ng/ml] in persons declaring themselves as non-smokers

9(3) 68 18-150

9(3) 110 27-190

9(3) 290 (350)” 45-760 (62-860)"

* — Number of persons with positive results given in brackets; *~ — values of concentrations expressed relative to creatinine content are
presented in brackets [ng/mg].

TABLE IV. CONCENTRATIONS OF CAFFEINE IN BLOOD SERUM, SALIVA AND URINE [ng/ml] IN PERSONS
DECLARING THEMSELVES AS: SMOKERS (n = 7), EXPOSED TO PASSIVE SMOKING (1 = 4) AND
NON-SMOKERS (1 = 9)

Studied Number of persons Average concentration Range of concentrations

Material Concentration of caffeine [ng/ml] in persons declaring themselves to be smokers

Blood 7(7) 540 130-1700

Saliva 7 (3)* 2200 330-3300

Urine 7(5) 1300 (770)" 330-2500 (160-2200)""
Concentration of caffeine [ng/ml] in persons declaring themselves to be exposed to passive smoking

Blood 4 (4) 4700 890-8800

Saliva 4(3) 3800 550-8300

Urine 4 (4) 3400 (3800) 3206500 (150-8600)""
Concentration of caffeine [ng/ml] in persons declaring themselves to be non-smokers

Blood 9(9) 370 18-1100

Saliva 9(5) 870 12-2600

Urine 9(6) 580 (700)" 190-1090 (150-1200)""

" — Number of persons with positive results given in brackets; "~ — values of concentrations expressed relative to creatinine content are
presented in brackets [ng/mg].

basis of analysis of hair allow us to differentiate active lished that the concentration of nicotine and cotinine in
smokers from non-smokers who are exposed to to- hair is correlated with the duration and intensity of the

bacco smoke, i.e

. passive smokers. It has been estab- tobacco smoking habit [21].
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7. Summary

1. On the basis of questionnaire surveys and also re-
sults of chemo-toxicological analyses of biological
material taken from 20 persons, it was ascertained
that active tobacco smokers made up as many as
42% of subjects after PTCA, whilst as many as
30% of smokers covered up this fact during the me-
dical examination.

. A reliable assessment of tobacco smoking may be
carried out on the basis of determination of cotin-
ine concentration in blood serum, saliva and urine
using liquid chromatography with spectrophot-
ometric detection (HPLC/UV-DAD). In the stu-
dies, it was ascertained that cotinine occurs at
similar concentrations in serum and in saliva. Data
contained in the literature on the subject also con-
firm such a result for content of cotinine. They give
a basis for substituting saliva analysis for blood
analysis in the near future.

. Distinguishing between active smokers and per-
sons exposed to passive smoking is possible on the
basis of comparing values of concentrations of co-
tinine in urine; confirmation of such differentiation
can be obtained by determining content of nicotine
and cotinine in hair, which unfortunately was not
possible in the performed studies due to lack of
abundant hair or for aesthetic reasons.

. Cotinine seems to be the optimum biomarker of
smoking, which fulfils requirements of specificity
and determinability in a relatively wide time range
(window) of detection. In the case of assessment of
consumption of products rich in caffeine it is suf-
ficient to study its unmetabolised form.
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OZNACZANIE NIKOTYNY, KOTYNINY I KOFEINY W KLASYCZNYM
I ALTERNATYWNYM MATERIALE BIOLOGICZNYM — PRZYDATNOSC
W TOKSYKOLOGII KLINICZNEJ I SADOWEJ

1. Wstep

Do najczegsciej obecnie stosowanych legalnych uzy-
wek nalezy nikotyna oraz kofeina. W trakcie palenia ty-
toniu dochodzi do powstania ponad 4000 zwiazkoéw che-
micznych, z czego okoto 40 posiada wlasciwosci kance-
rogenne. Powszechnie wiadomo, ze palenie tytoniu jest
jednym z glownych i modyfikowalnych czynnikow ryzy-
ka chorob uktadu krazenia, uktadu oddechowego oraz
nowotwordw. Tylko w 2000 r. liczba zgonéw wykazu-
jacych zwiazek z paleniem tytoniu przekroczyla ok.
4,2 mln oséb na calym swiecie. W Polsce konsumpcja
wyrobow tytoniowych nalezy do najwyzszych w Euro-
pie, za$ aktywnymi palaczami tytoniu pozostaje niemal
10 mln Polakow [24, 29, 34, 37]. Natomiast produkty za-
wierajace kofeing, w tym kawe, spozywa ponad 80% lu-
dzi na calym $wiecie. Kofeina posiada stabsze niz niko-
tyna dziatanie psychoaktywne [2, 13].

Stosunkowo czgstym wynikiem analiz chemiczno-
toksykologicznych w badanych probkach biologicznych
jest wykrywanie nikotyny, kofeiny oraz ich metabolitow,
co wiaze si¢ z powszechnoscia picia kawy i palenia pa-
pierosow.

Celem pracy bylo ustalenie miarodajnej procedury
oznaczania nikotyny i jej metabolitu — kotyniny oraz ko-
feiny w klasycznych (krew, mocz) oraz alternatywnych
(wlosy, slina) materiatach biologicznych. Podjgto row-
niez probeg oceny przydatnosci tych oznaczen w toksyko-
logii sadowej i klinicznej, w szczego6lnosci obiektywnych
biomarkeréw palenia tytoniu, a na podstawie ich st¢zen
okreslono mozliwos¢ odréznienia aktywnych i biernych
palaczy tytoniu. Moze to mie¢ praktyczne zastosowanie
w orzecznictwie sadowo-lekarskim, zwtaszcza ubezpie-
czeniowym, oraz w leczeniu klinicznym.

2. Wilasciwosci i metabolizm nikotyny i kofeiny
w organizmie czlowieka

Procesy bedace efektem palenia tytoniu oraz kon-
sumpcji produktéw bogatych w kofeing sa w organizmie
czlowieka powiazane ze soba na poziomie metabolicz-
nym. Palenie pobudza cytochrom P450 1A2 (CYP1A2) -
gtéwny enzym odpowiedzialny za metabolizm kofeiny.
Konsekwencja tego procesu jest fakt, ze palacze tytoniu
maja znaczaco wigksze zapotrzebowanie na produkty za-
wierajace kofeing w stosunku do oséb niepalacych.
W zwigzku z tym po spozyciu takiej samej dawki kofeiny

jej stezenie w osoczu krwi u palacza tytoniu jest cztero-
krotnie mniejsze niz u os6b niepalacych [19]. Nikotyna
wchodzi takze w interakcje z kofeina, alkoholem, a takze
nasila dziatanie niesteroidowych lekéw przeciwzapal-
nych. Jednoczesna dlugotrwata ekspozycja na kofeing
i nikotyng przyczynia si¢ do rozwoju nadci$nienia tgtni-
czego oraz miazdzycy, zwigkszajac ryzyko wystapienia
zawatu serca oraz udaru mozgu [12, 15, 16, 20].

2.1. Nikotyna

Nikotyna wchtania si¢ do krwi przez blong §luzowa
jamy ustnej, skorg oraz barierg pgcherzykowo-wlosnicz-
kowa w plucach [38]. Najszybszy wychwyt nikotyny za-
chodzi w uktadzie oddechowym, gdzie pH w pecherzy-
kach ptucnych wynosi ok. 7,4. Zdolno$¢ wchtaniania
tego zwiazku przez skorg jest wykorzystywana przede
wszystkim w trakcie prowadzenia nikotynowej terapii
zastgpczej, za§ wchlanianie z przewodu pokarmowego
jest niewielkie z powodu kwasnego odczynu soku zotad-
kowego. Przemiany metaboliczne nikotyny przedstawia
rycina 1.

Metabolity nikotyny oraz pozostata niezmetabolizo-
wana nikotyna ostatecznie ulegaja sprzggnigciu z kwa-
sem glukuronowym i wydalane sa z moczem. Intensyw-
nos¢ powyzszej przemiany zalezy od wieku, plci i ra-
sy [27]. Ponad 70% nikotyny w organizmie jest prze-
ksztatcane do kotyniny i innych produktéw metabolicz-
nych, a nastgpnie wydalane z moczem [4, 7, 11, 21].

Nikotyna posiada indukujacy wplyw na aktywnos$é
wielu enzymow frakcji mikrosomalnej komoérek (CYP2EI,
CYP2B2, CYP1A1l i CYP1A2), ktore sa odpowiedzialne
m.in. za metabolizm innych ksenobiotykéw. Takze en-
zymy biorace udziat w II fazie biotransformacji lekow
(np. glukuronylotransferaza) moga by¢ aktywowane przez
wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne powsta-
jace w czasie palenia papieroséw. Zawarty w dymie tyto-
niowym tlenek wegla oraz metale cigzkie moga wyka-
zywac¢ hamujacy wplyw na szereg enzymow metabolizu-
jacych rozne ksenobiotyki, w tym przede wszystkim leki.

Aktywacja CYP1A2 powoduje np. zmniejszenie efek-
tu dziatania chloropromazyny, chlordiazepoksydu, klora-
zepatu, fluwoksaminy, oksazepamu, klozapiny i olanza-
piny oraz wzrost klirensu kofeiny nawet o 60%. Palenie
tytoniu zmusza takze do zwigkszenia o ok. 50% stosowa-
nej w leczeniu zalezno$ci morfinowej 1 heroinowej pen-
tazocyny [33].
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2.2. Kofeina

Kofeina jest naturalnym alkaloidem o stabym
dziataniu psychoaktywnym. Ziarna kawy zawieraja ok.
1-2%, za$ liscie herbaty ok. 1-4% kofeiny [2]. Kofeina
wchiania si¢ catkowicie i szybko z przewodu pokarmo-
wego, a jej maksymalne stgzenie we krwi wystgpuje po
ok. 1 h [1, 18]. Przechodzi ona latwo zaréwno przez
barier¢ krew-modzg, jak i barier¢ tozyskowa, a jej roz-
mieszczenie w organizmie jest proporcjonalne do stopnia
uwodnienia tkanek. Kofeina nie ulega kumulacji. Jej bio-
logiczny okres pottrwania wynosi 2,5-4,5 h. Umiarko-
wane spozycie kofeiny rzadko stanowi zagrozenie dla
zdrowia czlowieka. Dawka toksyczna wynosi ok. 0,5-1 g,
co jest rownowazne st¢zeniu kofeiny we krwi wyno-
szacym ok. 15 000 ng/ml, za§ dawka §miertelna szacowa-
na jest na ok. 10 g, co odpowiada stgzeniu we krwi ok.
115 000 ng/ml kofeiny. Objawy ostrego zatrucia to: Igk,
rozdraznienie, zto$¢, swiattowstret, bole glowy, rozsze-
rzenie zrenic, pobudzenie, wymioty, zaburzenia rytmu
serca, pobudzenie o$rodka oddechowego, bezsennos$¢,
a nawet halucynacje. Dlugotrwale naduzywanie kofeiny
moze prowadzi¢ do przewlektego zatrucia, ktére objawia
si¢ nadmiernym pobudzeniem psychoruchowym (tzw.
gonitwa mysli), podwyzszeniem ci$nienia tgtniczego
krwi, niepokojem, bezsennoscia oraz zwigkszona diu-
reza. Wykazano, ze codzienne przyjmowanie kofeiny
moze skutkowaé rozwojem fizycznej tolerancji organiz-
mu [16, 23].

Kolejnym dziataniem kofeiny moga okazac¢ sig liczne
interakcje lekowe. Wydaje sig, ze substancja ta moze
nasila¢ dziatanie niesteroidowych lekéw przeciwzapal-
nych i przeciwbolowych (np. interakcja kofeiny z kwa-
sem acetylosalicylowym prowadzi do synergizmu hiper-
addycyjnego). Podobna budowa chemiczna oraz podob-
ny mechanizm dziatania teofiliny, aminofiliny i kofeiny
doprowadzaja czgsto do interakcji tych zwiazkow u 0sob
z astma oskrzelowa lub przewleklym zapaleniem oskrzeli.

3. Biomarkery
3.1. Uwagi og6lne

W medycynie od dawna poszukiwano objawoéw cha-
rakterystycznych dla danej choroby badz zachowania,
np. picia alkoholu, palenia papieroséw itp. W miarg po-
stgpu diagnostyki laboratoryjnej od lat poszukuje sig cha-
rakterystycznych substancji, ktérych pojawienie si¢ lub
wzrost stezenia we krwi bylyby swoiste dla danej jed-
nostki chorobowej lub zachowania. Substancje takie no-
sza nazwe biomarkerow (markeréow). Biomarker powi-
nien charakteryzowac si¢ swoistoscia w relacji do bada-
nej wlasciwosci, dlugim czasem polowicznego zaniku
oraz mozliwoscia prostego i miarodajnego oznaczenia

jakosciowego 1 iloSciowego w plynach ustrojowych.
W przypadku 0s6b spozywajacych produkty zawierajace
kofeing — z uwagi na relatywnie duza dawke toksyczna —
nie ma potrzeby badania jej metabolitow poza sama ko-
feina. Inaczej dzieje si¢ jednak u osob palacych tyton.
Podczas palenia dochodzi do generowania bardzo duzej
liczby zwiazkéw chemicznych, ktore moga interferowac
zardwno z samym biomarkerem, jak rowniez innymi sub-
stancjami pochodzacymi z otoczenia badanej osoby.
W analizie toksykologicznej w celu zréznicowania ak-
tywnych palaczy tytoniu od 0sob niepalacych stosuje si¢
najczgsciej takie biomarkery, jak nikotyna, kotynina, kar-
boksyhemoglobina oraz jon tiocyjanianowy [8]. Ostatnio
podejmowane sa rowniez proby z innymi biomarkerami
narazenia na dym tytoniowy, do ktoérych naleza: 1-hyr-
doksypiren [39], addukty DNA i biatek [3] czy 4-(mety-
lonitrozoamino)-4-(3-pirydylo)-1-butanol (NNAL) [10].

3.2. Nikotyna

Okres poltrwania nikotyny w surowicy wynosi ok. 2 h.
Z tego powodu — mimo Ze jest to substancja wysoce swo-
ista dla palenia tytoniu — nie spelnia wymogoéw dobrego
biomarkera, zwlaszcza przy dtugotrwatym narazeniu na
palenie tytoniu.

3.3. Kotynina

Kotynina — gléowny metabolit nikotyny — ma okres
pottrwania wynoszacy ok. 16—-48 h i dlatego jest ona
uznana za specyficzny marker ekspozycji na dym tyto-
niowy [9]. Kotynina metabolizuje do glukuronidu koty-
niny, 3-hydroksy-kotyniny oraz glukuronidu 3-hydro-
ksykotyniny. Fakt ten powoduje, ze stgzenia kotyniny
oznaczone w surowicy lub moczu moga okazac si¢ duzo
nizsze w stosunku do przyjetej dawki nikotyny [8]. Sred-
nie stgzenia kotyniny nieprzekraczajace 10 ng/ml w §linie
i surowicy oraz 50 ng/ml w moczu sa charakterystyczne
dla biernej ekspozycji na dym tytoniowy, za$ u aktyw-
nych palaczy tytoniu stgzenia te sg znacznie wyzsze
i wynosza we krwi ok. 350-500 ng/ml oraz w S$linie
1700 ng/ml (tabelal) [5, 8,9, 21, 25,26, 27, 29, 30, 38].

3.4. Karboksyhemoglobina i jon tiocyjanianowy

Karboksyhemoglobina (COHb) jest rzadko stosowa-
na jako marker narazenia na bierne palenie, glownie z po-
wodu krotkiego czasu potowicznego zaniku (3—4 h) oraz
jej nieswoistosci dla palenia tytoniu.

Jon tiocyjanianowy pozwala na zrdéznicowanie pala-
czy 1 0sob niepalacych, jednakze spozywanie zywnoS$ci
bogatej w ten jon (np. ziemniaki, pomidory) powoduje
ograniczenie jego zastosowania w tym celu [8].
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4. Wybdr material biologicznego
4.1. Uwagi ogdlne

Wybdr materiatu biologicznego do badania chemicz-
no-toksykologicznego powinien by¢ dokonany na pod-
stawie zatozonego celu analizy. Oceng narazenia na dym
tytoniowy lub czynne palenie, ktéore miatlo miejsce
w ciagu kilku ostatnich godzin, mozna oprze¢ na ozna-
czeniu nikotyny i jej metabolitow dokonanym we krwi
lub $linie. Dhuzszy okres, do trzech dni, mozliwy bedzie
do ustalenia po badaniu moczu, za$ najdtuzszy — nawet
do kilku miesigcy — po analizie wtoséw i (lub) paznokci.
Materiat biologiczny pobierany do badan powinien by¢
przechowywany w szklanych lub polipropylenowych
zamknigtych naczyniach w temperaturze —20°C.

4.2. Krew

Po pobraniu co najmniej 5 ml krwi do naczynia z anty-
koagulantem krew powinna by¢ odwirowana (2000 g)
przez ok. 10 min i przechowywana w stanie zamrozo-
nym. Analiza krwi dostarcza informacji o aktualnym stg-
zeniu analitdéw, a wyniki pomiaréw tatwo jest poroéwnaé
z warto$ciami referencyjnymi. Przydatnos¢ krwi jako
materiatu analitycznego ograniczaja inwazyjny sposob
pobierania oraz brak mozliwosci retrospektywnej oceny
stezen badanych zwiazkow. Wyniki badania biomarke-
réow we krwi ograniczaja odrdznianie palaczy biernych
od czynnych palacych sporadycznie lub umiarkowanie.
Stezenia kotyniny wynoszace ok. 10 ng/ml moga wy-
stapi¢ zarowno u oséb palacych ok. 1-10 papieroséw
dziennie, jak rowniez u palaczy biernych.

4.3. Slina

Stezenia analitow w §linie sa zwykle proporcjonalne
do ich stgzenia we krwi. Zaleta tego materiatu jest mozli-
wos¢ wielokrotnego nieinwazyjnego jego otrzymania
bez ryzyka np. infekcji, a pobranie nie wymaga udziatu
fachowego personelu medycznego i nie jest ,,pogwalce-
niem prywatnosci”. Jednym ze sposobdw pobrania wigk-
szej ilosci $liny jest zalecenie, aby po przeplukaniu woda
jamy ustnej badany nie potykat Sliny przez okres ok.
5 min. W ten sposob mozliwe jest uzyskanie ok. 5 ml
$liny, ktora nastgpnie nalezy odwirowac i zamrozi¢ w tem-
peraturze —20°C do czasu analizy. W celu zwigkszenia
produkcji $liny mozna zastosowa¢ takze substancje
zwigkszajace jej wydzielanie (np. kwas cytrynowy) [8].
Wada badania §liny jest brak standaryzacji metod jej po-
bierania oraz analizy fizykochemicznej, co utrudnia po-
rownywanie i interpretacj¢ wynikow.

4.4. Mocz

Mocz stanowi ,,zageszczony” roztwor réznych zwiaz-
kéw chemicznych, co utatwia analiz¢ chemiczno-toksy-
kologiczna. Do wad tego materiatlu zalicza si¢ mozliwo$¢
fatwego zafalszowania probki, a konieczno$¢ kontroli
podczas jego pobierania moze by¢ traktowana jako ,,po-
gwalcenie prywatnosci” i ,,intymnosci”. Zawarto$¢ ko-
tyniny w moczu powinno wyrazac¢ si¢ stosunkiem stg-
zenia kotyniny do stezenia kreatyniny w celu uwzgled-
nienia stopnia zageszczenia lub rozcienczenia moczu.
W przeprowadzonych przez autordéw tej pracy badaniach
zaobserwowano, ze wsrod aktywnych palaczy stgzenie
kotyniny byto znaczaco wyzsze w moczu w stosunku do

ey

4.5. Wiosy

Pomocne w odrdznieniu palaczy biernych od czyn-
nych moze by¢ takze oznaczenia nikotyny i kotyniny we
wlosach (tabela I). Zaleta tego sposobu badania jest moz-
liwo$¢ wykrycia substancji nawet przy sporadycznym jej
uzywaniu do kilku miesigcy wstecz (§rednio wlosy rosna
ok. 1 cm na miesiac), prosty nieinwazyjny sposob pobie-
rania, brak mozliwosci zafatszowania probki oraz fakt, ze
wlosy nie wymagaja specjalnych warunkow przechowy-
wania do czasu analizy, a przy ich pobieraniu nie ma ry-
zyka przeniesienia choréb zakaznych. W prowadzonych
przez autoréw tej pracy badaniach nie udato si¢ pobrac
wtosow badz z powodu braku obfitego owlosienia, badz
ze wzgledow natury estetycznej [32]. Przydatno$¢ bada-
nia chemiczno-toksykologicznego wlosoéw ogranicza brak
jednolitych i powtarzalnych metod ekstrakcji i oznacze-
nia koncowego, co jest przyczyna uwiarygodnienia i pra-
widtowej interpretacji wynikow. Analiza chemiczno-
toksykologiczna wlos6w nie daje mozliwosci wykrycia
analitow przyjmowanych na krotki czas przed badaniem.

5. Metody oznaczania

Wybdr techniki analitycznej stosowanej do oznacze-
nia st¢zenia analitow zalezy zwykle od nastgpujacych
czynnikdw: warto$ci ich stezen najczeSciej wystepuja-
cych w badanych probkach, sposobu przygotowania do
analizy koncowej, sktadu matrycy (inne zwiazki, niebg-
dace przedmiotem analizy), dostgpnej aparatury oraz
mozliwos$ci finansowych laboratorium.

Do wstgpnego wykrycia (tzw. skryningu) kotyniny,
nikotyny oraz kofeiny stuza testy immunochemiczne.
Najczgsciej stosowane testy przesiewowe opieraja si¢ na
metodzie immunoenzymatycznej ELISA (ang. enzyme-
linked immunoassay) oraz radioimmunologicznej RIA
(ang. radioimmunoassay) [17, 28]. Duza swoisto$¢ prze-
ciwcial uzywanych w metodach immunochemicznych
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pozwala na szybkie wyeliminowanie probek, ktore nie
zawierajq analitu.

Stezenia kotyniny i nikotyny w moczu oznaczano
réwniez za pomocg bezposredniego testu kolorymetrycz-
nego z kwasem barbiturowym, a wyniki analiz byly po-
rownywalne z wynikami otrzymanymi metoda chroma-
tografii cieczowej HPLC [31, 35]. Obecnie wigkszos¢
miarodajnych i swoistych metod oznaczania kotyniny,
nikotyny i kofeiny to techniki chromatograficzne, w kto-
rych oznaczenie jako$ciowe i iloSciowe jest wykonywane
przez wykorzystanie spektrometrii mas (HPLC-MS,
GC-MS) [8, 10].

6. Badania wlasne
6.1. Material

Materiat biologiczny do badan uzyskano przy wspot-
pracy z Klinika Choréb Wewngtrznych i Ostrych Zatru¢
Akademii Medycznej w Gdansku. Po uzyskaniu zgody
Niezaleznej Komisji Bioetycznej do spraw Badan Na-
ukowych przy AMG (nr NKEBN/516/2005) 24 0sbb po
zabiegach  przezskérnej angioplastyki  wiencowej
(PTCA) pobrano probki krwi, moczu i §liny. Z powodu
braku obfitego owtosienia lub wzgledow natury estetycz-
nej nie pobrano od probantéw wtoséw. Ponadto 4 osoby
odmowity pobrania jakiegokolwiek materiatu biologicz-
nego. W materiale pobranym po uptywie od 1 do 6 mie-
sigcy od czasu zabiegu badano stgzenia nikotyny, ko-
tyniny i kofeiny w celu obiektywnego sprawdzenia, czy
pacjenci, stosujac si¢ do zalecen lekarzy, przestali pali¢
papierosy. W badanej grupie byto 18 me¢zezyzn w wieku
od 48 do 76 lat oraz 6 kobiet w wieku od 56 do 70 lat.

6.2. Metoda badan

Metodyke oznaczenia kotyniny, nikotyny i kofeiny
w surowicy krwi, moczu i $linie przygotowano i zmo-
dyfikowano na podstawie procedury opracowanej przez
Zuccaro oraz Glowackiego i in. [14, 40]. Parametry anali-
tyczne opracowanej metody oraz opis badania ankieto-
wego podano szczegdtowo we wezesniejszych publika-
cjach [6, 36].

6.3. Omowienie wynikow

Wstgpne wyniki oznaczone dla 20 probantow po za-
biegu PTCA oceniajace zawartos¢ nikotyny, kotyniny
i kofeiny przedstawiono w tabeli II, Il 1 I'V.

Mata grupa badanych oséb oraz watpliwosci doty-
czace prawdziwosci ztozonych deklaracji dotyczacych
palenia tytoniu (zwlaszcza osob deklarujacych narazenie
na bierne palenie oraz osob niepalacych) sprawia, ze nie
mozna srednich wynikow poréwnywac z danymi referen-

cyjnymi. Stad poszczegodlne osoby i oznaczone dla nich
zawartos$ci nikotyny i kotyniny w plynach ustrojowych
poréwnywano ze st¢zeniami zaczerpnig¢tymi z literatury
przedmiotu, a zawartymi w tabeli I. Wsrod 7 osob dekla-
rujacych si¢ jako osoby aktywnie palace papierosy, sred-
nie st¢zenia kotyniny i nikotyny w $linie byty wyzsze niz
we krwi, a w moczu — w przypadku nikotyny — najwyz-
sze. Na podstawie przeprowadzonych badan chemicz-
no-toksykologicznych oraz badan ankietowych stwier-
dzono, ze czynnymi palaczami tytoniu byto az 42% pro-
bantéw po przebytym zabiegu PTCA, natomiast az 30%
palaczy zataito ten fakt podczas badania lekarskiego.
Rozréznienie palaczy czynnych od narazonych na pale-
nie bierne byto mozliwe na podstawie pordwnywania ste-
zen kotyniny w moczu, jednak nalezy pamigtaé, ze od-
roéznienie 0sob palacych do kilku papieroséw dziennie
oraz 0sob narazonych na palenie bierne moze by¢ bardzo
trudne. W takim przypadku bardziej wiarygodne bytoby
oznaczenie kotyniny i nikotyny we wlosach.

Nie zaobserwowano wyraznych réznic migdzy po-
szczegblnymi wartosciami Srednimi pomigdzy zawarto$-
cig kofeiny u 0sob palacych, narazonych na bierne pa-
lenie i niepalacych (tabela IV).

Dla potrzeb toksykologii sadowej bardziej uzyteczne
wydaja si¢ oznaczenia stgzen kotyniny, nikotyny i kofei-
ny w materiatach klasycznych. Wyniki analiz we krwi
imoczu sa wiarygodne i powszechnie uznawane. Analizy
materiatdéw alternatywnych traktowane sa nadal jako
uzupetniajace. Cennym materiatem w toksykologii sado-
wej wydaja sig¢ wlosy, ktore mozna wykorzysta¢ w przy-
padkach dlugotrwatego narazenia na dzialanie dymu ty-
toniowego. Wiosy zaliczane sa do tzw. tkanek wydalni-
czych, w ktorych badane anality ulegaja kumulacji, co
przy uwzglednieniu dlugiego czasu powolnego wzrostu
wtosoéw daje mozliwosci wykrywania analitow nawet po
wielu latach od momentu ich wbudowania w strukture
wlosa [25].

Z punktu widzenia toksykologii klinicznej szczegol-
nie warto§ciowe okazuja si¢ oznaczenia w materiatach al-
ternatywnych. Stgzenia kotyniny, nikotyny oraz kofeiny
w §$linie sa porownywalne do ich zawarto$ci w surowicy
krwi. Oznaczenia uzyskane na podstawie badania wio-
soOw pozwalaja na odréznienie palaczy czynnych od oséb
niepalacych, lecz narazonych na dziatanie dymu tytonio-
wego, czyli tzw. palaczy biernych. Ustalono, ze st¢zenia
nikotyny i kotyniny we wlosach koreluja z czasem trwa-
nia oraz intensywnos$cia natogu palenia tytoniu [21].

7. Podsumowanie

1. Na podstawie badan ankietowych oraz wynikéw ba-
dan chemiczno-toksykologicznych materiatu biolo-
gicznego pobranego od 20 0séb stwierdzono, ze czyn-
nymi palaczami tytoniu bylo az 42% probantéw po
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przebytym zabiegu PTCA, natomiast az 30% palaczy
zatailo ten fakt podczas badania lekarskiego.

2. Miarodajna ocena palenia tytoniu moze by¢ dokona-
na na podstawie oznaczenia st¢zenia kotyniny w su-
rowicy krwi, $linie i moczu za pomoca chromato-
grafii cieczowej z detekcja spektrofotometryczna
HPLC/UV-DAD. W badaniach stwierdzono, ze ko-
tynina wystgpuje w zblizonych stezeniach w surowi-
cy krwi i w $linie. Taki wynik zawartosci kotyniny
potwierdzaja takze dane zawarte w literaturze przed-
miotu. Daja one podstawe do zastapienia w niedale-
kiej przysztosci badanie krwi analiza §liny.

3. Odroéznienie czynnych palaczy i 0s6b narazonych na
bierne palenie jest mozliwe na podstawie por6wnania
wartosci stezen kotyniny w moczu, jednak uwiary-
godnienie takiego zréznicowania mozna uzyskac po
oznaczeniu zawartosci nikotyny i kotyniny we wilo-
sach, co niestety nie byto mozliwe w wykonanych ba-
daniach z powodu braku obfitego owlosienia lub
wzgleddw natury estetyczne;j.

4. Kotynina wydaje si¢ optymalnym biomarkerem pa-
lenia, ktory spetnia wymagania swoistosci i oznaczal-
no$ci w relatywnie szerokim zakresie ,,0kna” czaso-
wego detekcji. W przypadku oceny spozycia produk-
tow bogatych w kofeing wystarczajace jest badanie
jej niezmetabolizowanej formy.

Problems of Forensic Sciences 2006, LXVI, 140-153



