
1. In tro duc tion

g-hydroxybutyric acid, GHB (Fig ure 1) is an en -
dog e nous com pound nat u rally oc cur ring in the or gan -
ism of ev ery hu man. It has a num ber of fea tures of
a neu ro trans mit ter. It is formed from the neu ro trans -
mit ter g-aminobutyric acid (GABA), into which it can
it self trans form. In the or gan ism it un der goes bio -
transformation to succinic acid and fur ther trans for ma -
tions in the Krebs Cy cle. It was syn the sised for the first 
time in 1961 by French re searcher Dr H. Laborit who
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Ab stract

g-hydroxybutyrate (GHB) is an en dog e nous com pound nat u rally oc cur ring in the hu man body. It is a mi nor me tab o lite and pre -

cur sor of g-aminobutyric acid (GABA). GHB is phar ma co log i cally ac tive and has some ther a peu tic uses. More over, in re cent
years GHB and its de riv a tives have been gain ing pop u lar ity as rec re ational and club drugs be cause of their eu phoric and stim u lant 
ef fects. It has also been im pli cated as an agent in drug-fa cil i tated sex ual as sault. De tec tion of GHB in urine is im por tant for fo ren -
sic test ing and could be of clin i cal ben e fit in over dose man age ment. In this con text a sen si tive and spe cific gas chro ma tog ra phy –
mass spec trom e try (GC-MS) pos i tive chem i cal ion is ation (PCI) method has been de vel oped for the quan ti fi ca tion of the tar get

analyte in urine. The method has the fol low ing val i da tion pa ram e ters [mg/ml]: LOD – 0.045, LOQ – 0.074, LOLs – 0.1-10 and

10-100. It was ap plied to the de ter mi na tion of en dog e nous con cen tra tions of GHB in ran dom intravital and post mor tem urine
sam ples and to study the ef fect of stor age time and tem per a ture on these con cen tra tions. The re sults showed that GHB con cen tra -

tions ranged be tween 0.05-0.35 mg/ml (av er age 0.21 ± 0.09 and me dian 0.21 mg/ml) in intravital sam ples (n = 12) and be tween

0.12-14.50 mg/ml (5.82 ± 5.50 and 4.11 mg/ml) in post mor tem sam ples (n = 12). The stud ies in di cated that the GHB urine con -

cen tra tions did not change sig nif i cantly when stored for two months in a freezer (-20°C). Con sid er able in creases in GHB con cen -
tra tions were ob served in urine sam ples that were stored at room tem per a ture. 
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Fig. 1. GHB, GBL, 1,4-BD and BHB struc tures.



was in ves ti gat ing the ef fects caused by GABA in the
brain [28]. 

In the be gin ning, GHB was used for med i cal pur -
poses as an an aes thetic agent. Be cause of side ef fects,
its use was lim ited to treat ment of narcolepsy (United
States) and al co hol abuse (It aly) [15]. In some youth
cir cles it is prop a gated and sold as a sub sti tute for an a -
bo lic ste roids, sup posed to in crease mus cle mass, and
in oth ers, con trarily, it is rec om mended as a nat u ral
prod uct caus ing re duc tion of body weight. GHB is also 
pro moted as an agent for in som nia treat ment, pre vent -
ing age ing, go ing bald, im prov ing mood, elim i nat ing
anx i ety and de pres sion, in creas ing sex ual ef fi ciency
[5, 20]. Since the nine ties of the twen ti eth cen tury
GHB abuse for rec re ational pur poses as a club drug –
in or der to in duce a state of in tox i ca tion – has risen
dra mat i cally. GHB and its an a logues (and at the same
time pre cur sors), i.e. g-hydroxybutyrolactone (GBL)
and 1,4-bu tanediol (1,4-BD) also be long to the group
of date-rape drugs that are used to fa cil i tate sex ual as -
sault. Sex ual as saults are com mit ted when the vic tim is 
un der the in flu ence of the drug, taken in ten tion ally or
un know ingly. In the lat ter case, the sub stance is usu -
ally added un no ticed into the drink of a po ten tial vic -
tim. Ef fects caused by these drugs are, among other
things, loss of con scious ness, am ne sia and re duced
psy cho log i cal in hi bi tion. The fact that the course of
the in ci dent is re mem bered un clearly re sults in vic tims 
of rapes most fre quently re port ing to the po lice only
af ter a long pe riod has elapsed. Due to the nat u ral pres -
ence of GHB in the or gan ism, rapid elim i na tion of the
ad min is tered dose (it is de tected up to 8 hours in the
blood and up to 12 hours in the urine), and lapse of
a time from con sump tion, it is of ten prac ti cally im pos -
si ble to prove use of GHB as a date-rape drug [1, 2, 3]. 

The crit i cal is sue is es tab lish ing the limit of en dog -
e nous GHB con cen tra tions in bi o log i cal ma te rial.
While some re search ers cite in sig nif i cant lev els – about
0.1 mg/ml in plasma and about 2.5 mg/ml in urine – ma -
te ri als col lected from liv ing per sons [28], oth ers pub -
lish val ues of 2-3 mg/ml for blood and 5-6 mg/ml for
urine [11], and even pro pose a limit of con cen tra tion
of 10 mg/ml in urine [20]. Ac cep tance of a such value
for the thresh old of con cen tra tion dif fer en ti at ing be -
tween GHB of ex og e nous and en dog e nous or i gin
meant that af ter a sin gle ther a peu tic dose (50 mg/kg) in 
12.5%, 81.3% and 100% of urine sam ples col lected in
the fol low ing time ranges: 3-6 h, 6-12 h and 12-24 h,
re spec tively, the con cen tra tion of this com pound was
be low the pro posed limit [15]. Af ter con sump tion of
higher doses, up to 7 g (~100 mg/kg), its con cen tra tion
in blood and urine reaches val ues that are hard to in ter -
pret af ter 8 and 12 h [5]. From nu mer ous data ob tained

from the lit er a ture [5, 8, 10, 13, 17, 29] it tran spires
that, ac cord ing to cur rent knowl edge, es tab lish ment of 
an un am big u ous thresh old value is still open to dis cus -
sion. Val ues of GHB con cen tra tions in bi o log i cal ma -
te rial change and de pend on many fac tors. The
in flu ence of sex, race, age, health con di tions, treat -
ment [20] and diet, and es pe cially drink ing of al co hol
and smok ing to bacco [23, 24], and low ered pH of
urine on con cen tra tion of en dog e nous GHB in body
flu ids was stud ied intravitally. A large vari abil ity in
con cen tra tion of this com pound in post mor tem ma te -
rial was as cer tained de pend ing on the kind of ma te rial,
and even place of col lec tion of the blood from the
corpse [5], con di tions and du ra tion of stor age of col -
lected ma te rial and man ner of its pres er va tion [6, 19]. 

Con sump tion of lower GHB doses causes feel ings
of eu pho ria, re lax ation, in tox i ca tion, drows i ness, loss
of bal ance and hal lu ci na tions. Higher doses lead to
dyspnoea and loss of con scious ness. In turn, very high
GHB doses cause deep coma and am ne sia [5, 25, 30].
The nar row range of ther a peu tic con cen tra tions leads
to ease of over dos ing and poi son ings. One of the main
rea sons for over dos ing is not know ing the con tent of
pure GHB in the con sumed sub stance and in ter ac tions
with other sub stances, es pe cially an ti de pres sants,
benzo diazepines, barbiturates or alcohol. 

GHB is usu ally taken orally but it can also be in tra -
ve nously in jected. It oc curs mostly as a so dium salt in
the form of a white pow der, tab lets or cap sules. It also
co mes in the form of a colour less, odour less liq uid
with a slight salty taste. Be fore extramedical use it is
dis solved in wa ter, juices, al co hol bev er ages in which
is im per cep ti ble and unnoticeable. 

GHB taken orally is quickly ab sorbed, me tabo -
lised, and ex creted with urine. How ever, only 5% of
the taken dose passes into the urine in un changed
form. GHB half-life is 30–60 min utes. Taken in a large 
dose it is de tected in blood up to 8 hours, and in urine
even up to 12 hours [5]. 

Com pounds used for man u fac tur ing GHB, i.e.
GBL and 1,4-BD, were widely avail able un til re cently. 
These sub stances are eas ily trans formed to GHB in the
hu man or gan ism, which causes an in crease in its con -
cen tra tion in blood and in the brain, and the ap pear -
ance of the same symp toms as af ter con sump tion of
GHB [29]. That is why GBL and 1,4-BD, and re cently
even GVL (g-valerolactone) are of ten used as sub sti -
tutes for GHB [27]. 

GHB is con trolled by law in many coun tries, e.g.
Can ada (since 1998), in some coun tries of the Eu ro -
pean Un ion, Ja pan (2001), Swit zer land and the United
States (2002). GHB an a logues are not clas si fied as il -
licit sub stances. The Di rec tive of the Eu ro pean Par lia -
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ment and of the Coun cil of Eu rope of 11 Feb ru ary
2004 on drug pre cur sors does not men tion these sub -
stances ei ther. In Po land, ac cord ing to the Drug Ad dic -
tion Coun ter ac tion Act of July 29, 2005, GHB is
clas si fied on the list of psychotropic sub stances of
group IV-P. Its de riv a tives are not clas si fied, but com -
ply with the def i ni tion of a sub sti tute.

GHB was de ter mined in bi o log i cal ma te rial by dif -
fer ent in stru men tal meth ods, in clud ing gas chro ma -
tog ra phy with elec tron cap ture de tec tion [9] and mass
de tec tion [12, 21, 26], high per for mance liq uid chro -
ma tog ra phy with UV and mass de tec tion [22]. In
meth ods that use the GC-MS tech nique, GHB anal y sis
is gen er ally based on chang ing this com pound into
GBL or derivatisation by a sililating agent. Af ter
derivatisation, GHB was de ter mined in urine in the
range from 5 to 6100 mg/ml [7, 19] and in blood in the
range from 1 to 200 mg/ml [11]. Ap pli ca tion of the
LC-MS tech nique in GHB de ter mi na tion is less pop u -
lar even though it does not re quire a derivatisation step
[14, 32]. Lim its of de tec tion for GHB by LC-MS are
1 mg/ml. The low spe cific ab sorp tion co ef fi cient in flu -
ences de ter mi na tion of GHB in body flu ids by the
HPLC-UV tech nique and has an ef fect on the limit of
quan ti fi ca tion of that method, which is 10 mg/ml [31].
A rapid colorimetric test for GHB de tec tion in urine
was also elab o rated. The test al lows de tec tion of
100 GHB in a one-milli litre sam ple of urine in the form 
of a pur ple com plex with iron, which is formed in the
pres ence of hydroxylamine and af ter chang ing GHB
into GBL. The in flu ence of en dog e nous GHB on
a pos i tive re sult of a test can be omit ted at such a limit
of de tec tion [4]. 

In the con text of the is sues pre sented above, de vel -
op ment of a method of GHB de ter mi na tion and es ti -
ma tion of en dog e nous GHB con cen tra tions in urine
sam ples col lected from liv ing and de ceased per sons
ap pears ap pro pri ate. Es ti ma tion of the sta bil ity of en -
dog e nous GHB in urine sam ples stored un der var i ous
con di tions was also an es sen tial el e ment. 

2. Ma te rial and met hods

2.1. Bi o log i cal ma ter ial

Ran domly se lected urine sam ples taken from liv ing 
per sons and dead bod ies were used as ma te rial for
anal y ses. Sam ples freshly col lected from liv ing,
healthy, non-tak ers of drugs and GHB were used as
con trol ma te rial in de vel op ing the method and for de -
ter min ing phys i o log i cal GHB con cen tra tions. En dog -
e nous GHB con cen tra tions were also de ter mined in

urine sam ples col lected dur ing au top sies from corpses
of per sons in which use of this com pound could be ex -
cluded on the grounds of cir cum stances of the in ci dent
and re sults of tox i co log i cal anal y sis. These sam ples
were taken from ma te rial ev i dence sent to the In sti tute
of Fo ren sic Re search in Krakow in order to carry out
chemical-toxicological analysis. 

The same intravital and post mor tem urine sam ples
were also used for the study of sta bil ity of GHB stored
un der dif fer ent time and tem per a ture con di tions ac -
cord ing to es tab lished re search pro ce dure. 

2.2. Chem i cals

GHB (so dium salt) and GHB-D6 were from
Cerilliant, 1,4-BD and GBL from Aldrich, ethyl ac e -
tate (HPLC pu rity) from Merck, b-hydroxybutyric acid
(BHB) (so dium salt) and derivatization agent
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with 1% ad -
di tion of trimethylchlorosilane (BSTFA + 1% TMCS)
from Sigma. 

2.3. Ex trac tion

200 ml of urine and 20 ml of GHB-D6 in ter nal stan -
dard so lu tion (100 mg/ml) were added to an Eppendorf
vial, achiev ing a con cen tra tion of 10 mg/ml in urine.
Sam ples were vortexed fol lowed by ad di tion of 200 ml
of ci trate buffer (pH 2) and 1 ml of ethyl ac e tate. The
mix ture was shaken for 10 min with the use of a shaker
and then cen tri fuged (4000 rpm). Af ter centrifugation,
an aliquot of 800 ml (4 ´ 200 ml) or ganic layer was
trans ferred to an other Eppendorf vial and evap o rated
to dry ness un der a stream of ni tro gen at 40oC. 50 ml of
ethyl ac e tate and 20 ml of derivatisation agent (BSTFA 
+ 1% TMCS) were added to the dry ex tract. Sam ples
were vortexed and derivatised for 30 min utes at 60oC
and af ter cool ing to room tem per a ture were ana lysed
by the GC-MS method. 

2.4. Ap pa ra tuses and anal y sis con di tions

Af ter derivatisation, ex tracts were ana lysed us ing
the gas chro ma tog ra phy-mass spec trom e try method
with pos i tive chem i cal ion is ation (PCI-GC-MS).

Agilent Tech nol o gies 6890 gas chromatograph
equipped with a 5973 mass se lec tive de tec tor (MSD)
with pos si bil ity of op tional use of chem i cal ion is ation
(CI), and 6890 autosampler were ap plied to anal y sis.
Sep a ra tion was per formed us ing a DB-5MS (30 m ´
0.25 mm ´ 0.25 mm, J & W Sci en tific) cap il lary col -
umn in gra di ent temperature mode. The ini tial oven
tem per a ture was 55oC for 1 min, then raised at a rate of
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20oC/min to 280oC and held for 5 min. The in jec tion
port was set at 240oC and quadrupole at 106oC. He lium 
was used as a car rier gas at a flow rate of 1.2 ml/min
and meth ane was used as an ion is ation gas at a flow
rate of 20 ml/min. The in jec tion vol ume was 2 ml. 

3. Re sults and di scuss ion

Car ry ing out pre lim i nary re search in to tal ion cur -
rent mode al lows reg is tra tion of the full mass spec tra
of GHB, GHB-D6, GBL, 1,4-BD and BHB, and se lec -
tion of the most in ten sive ions for fur ther anal y sis in
se lected ion mon i tor ing mode (SIM). Mass spec tra of
GHB and GHB-D6 are shown in Fig ures 2 and 3. 

The stud ied com pounds, i.e. GHB, GHB-D6, and
GBL, 1,4-BD, and BHB, as po ten tially able to in ter -
fere with analytes, were iden ti fied on the ba sis of re -
ten tion times and se lected ions (Ta ble I). Ions at m/z
159 and 165 were used for quan ti fi ca tion of GHB and
GHB-D6. Chromatograms of these ions in urine ex -
tracts with ad di tion of GHB and GHB-D6 at a con cen -

tra tion of 10 mg/ml as trimethylsilyl de riv a tives are
shown in Fig ure 4. 

TA BLE I. ANALYTICAL CHARACTERISTICS OF

ANALYSED COMPOUNDS

Com pound Ion
[m/z]

Re ten tion time tr
[h]

GHB 159, 233, 321, 395 6.00

GHB-D6 165, 239, 327, 401 6.10

GBL 341 10.50

1,4-BD 299, 315 6.41

BHB 233, 321, 395 5.50

GHB was ex tracted from urine by liq uid-liq uid ex -
trac tion. The in flu ence of 8 kinds of sol vents (n-butyl
chlo ride, chlo ro form, meth y lene chlo ride, di ethyl
ether, diisopropyl ether, ethyl ac e tate, n-hex ane,
n-heptane) (Fig ure 5) and 6 kinds of buff er ing of ex -
trac tion me di ums (2 M H2SO4, 10% HCl, buff ers:
phos phate at pH 2, 3 and 7.4, and ci trate at pH 2) (Fig -
ure 6) on GHB re cov ery was ex am ined dur ing op ti mi -
sa tion of the method of ex trac tion. These re cov er ies
fluc tu ated de pend ing on con di tions from 0.17% to
40%. The most op ti mal con di tions turned out to be ex -
trac tion by ethyl ac e tate from ci trate buffer pH 2 me -
dium, in which the re cov ery of the pro cess was 40% at
a con cen tra tion of 10 mg/ml. 

Be cause of the pres ence of en dog e nous GHB in
urine, cal i bra tion of the method was car ried out by the
stan dard ad di tion method. A se ries of 10 sam ples, 1 ml
each, was pre pared from a urine sam ple taken from
one source. GHB in ris ing con cen tra tions of 0; 0.1;
0.2; 0.5; 1; 2; 5; 10; 50 and 100 mg/ml was added to
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Fig. 4. Se lected ion (m/z 159 and 165) chromatograms of ex -

tracted urine with ad di tion of GHB and GHB-D6 at 10 mg/ml
derivatised with BSTFA+1% TMCS.

Fig. 2. GHB mass spec trum ob tained by the PCI-GC-MS
method af ter BSTFA+1%TMCS derivatisation.

Fig. 3. GHB-D6 trimethylsilyl mass spec trum ob tained by
the PCI-GC-MS method



suc ces sive sam ples. A cal i bra tion curve was plot ted on 
the ba sis of the ra tio of ar eas of peaks orig i nat ing from
GHB and GHB-D6 as a func tion of GHB con cen tra -
tion. On the ba sis of 10-point cal i bra tion curves it was
as cer tained that the PCI-GC-MS method was lin ear in
two work ing ranges: 0.1-10 mg/ml and 10-100 mg/ml.
Val ues of cor re la tion co ef fi cients char ac ter is ing lin ear 
regression equa tions for cal i bra tion curves ob tained
dur ing six in de pend ent anal y ses of urine sam ples col -
lected from dif fer ent per sons were 0.9992 and 0.9963,
re spec tively. 

En dog e nous GHB con cen tra tions in urine sam ples
used for prep a ra tion of the cal i bra tion curve were de -
ter mined by ex trap o la tion of ob tained rec ti lin ear de -
pend en cies to the in ter sec tion point with axis of
con cen tra tions. It should be added that many au thors
have used syn thetic urine that is free from bac te ria and
many com pounds that are pres ent in real urine, in clud -

ing GHB, for cal i bra tion of the method of GHB de ter -
mi na tion. The limit of de tec tion (LOD) was de ter-
mined as the con cen tra tion for which the value of the
an a lyt i cal sig nal (peak height) de rived from GHB ex -
ceeds by three times the noise sig nal value. The limit
of quan ti fi ca tion (LOQ) was ac cepted as the con cen -
tra tion at which the height of the GHB peak was
6 times greater than the height of the noise peak. In this 
man ner LOD and LOQ es ti mated for GHB in urine
were about 0.045 and 0.075 mg/ml, re spec tively. Intra -
group and in ter group pre ci sion de ter mined on one day
and on dif fer ent days dur ing the week on the ba sis of
anal y ses of four dif fer ent urine sam ples with ad di tion
of GHB at a con cen tra tion of 10 mg/ml, ex pressed as
RSD, were 1.2% and 13%, re spec tively.

For the pur pose of con trol of method pre ci sion, and 
be cause of in ac ces si ble com mer cial ref er ence ma te rial 
con tain ing GHB, three con trol urine sam ples col lected 
from dif fer ent per sons with ad di tion of GHB at a con -
cen tra tion of 10 mg/ml were pre pared. Av er age analyte 
con cen tra tions were es ti mated from both cal i bra tion
curves. They were 10.18 ± 0.13 mg/ml and 9.22
± 1.14 mg/ml. The rel a tive ac cu racy of the method, cal -
cu lated ac cord ing to the for mula [(mean con cen tra tion
– tar get con cen tra tion) / tar get con cen tra tion] ́  100%,
did not ex ceed ±8% of the tar get value. 

Two intravital and post mor tem urine sam ples with
ad di tion of GHB, GBL, 1,4-BD and BHB at con cen -
tra tions of 10 mg/ml were sub jected to the an a lyt i cal
pro cess for the pur pose of ver i fi ca tion of method spec -
i fic ity. It was as cer tained that there is no in ter fer ence
of the se lected analytes with GHB de ter mi na tion. The
se lec tion of com pounds for spec i fic ity tests was fully
jus ti fied by the pos si bil ity of their co-oc cur rence in
urine sam ples orig i nat ing from per sons tak ing GHB
for dif fer ent pur poses. Val i da tion pa ram e ters of the
method were not es ti mated for GBL and 1,4-BD, but
a 9-point cal i bra tion curve for BHB was pre pared that
was lin ear in the ranges 0.1–100 mg/ml and 10–
100 mg/ml. De ter mi na tion of BHB in urine has es sen -
tial im por tance be cause it is re cog nised as an in di ca tor
of al co holic ketoacidosis, es pe cially in in ves ti ga tions
of the cause of death of per sons that mis use al co -
hol [16]. 

It can be ac cepted that the val i da tion pa ram e ters of
the PCI-GC-MS method of GHB de ter mi na tion in
urine guar an tee its use ful ness. The pro ce dure of sam -
ple prep a ra tion is not com pli cated and can be ap plied
to rou tine work in the ma jor ity of lab o ra to ries.

Ef forts to de velop an EI-GC-MS method of GHB
de ter mi na tion in urine did not pro duce sat is fac tory re -
sults on ac count of higher LOD and LOQ val ues
amount ing to 4 mg/ml and 7 mg/ml, re spec tively. 
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Fig. 5. In flu ence of used extrahent on ef fi ciency of GHB ex -
trac tion.

Fig. 6. In flu ence of kind of buff er ing me dium on ef fi ciency
of GHB ex trac tion.



The val i dated PCI-GC-MS method was ap plied to
the de ter mi na tion of en dog e nous con cen tra tions of GHB
in intravital and post mor tem urine sam ples. Intravital
sam ples were ana lysed im me di ately af ter collecion.
Urine from au top sies was ana lysed at dif fer ent times
af ter death, i.e. af ter 34–380 days (Ta ble II). 

TA BLE II. STORAGE TIME OF POST MORTEM

SAMPLES OF URINE BEFORE

DETERMINATION OF ENDOGENOUS GHB

No. Time in ter vals
[days]

CGHB
[mg/ml]

Death-au topsy Au topsy-anal y sis

1 4 30 15.04

2 6 100 0.54

3 6 123 0.12

4 1 154 7.62

5 5 71 11.54

6 - 349 2.79

7 1 64 8.84

8 6 374 14.50

9 - 108 3.66

10 - 138 4.57

11 - 195 0.52

12 - 50 0.15

“-” Un known.

The fun da men tal cri te rion of ma te rial se lec tion
was ex clu sion of the pos si bil ity of tak ing GHB be fore
death. De ter mined GHB con cen tra tions ranged from
0.05-0.35 mg/ml (av er age 0.21 ± 0.09, me dian
0.21 mg/ml) in urine col lected from liv ing per sons
(n = 12) and 0.12-14.50 mg/ml (5.82 ± 5.50; 4.11 mg/ml)
in urine from au top sies (n = 12) (Fig ure 7).

Each of the above men tioned ana lysed urine sam -
ples was di vided into nine parts and put into her met i -
cally sealed vi als. Three sam ples from each source
were stored at -18oC, +3oC and room tem per a ture
(about 20oC). GHB was de ter mined in in di vid ual sam -
ples af ter 2, 4 and 8 weeks of stor age (Fig ure 8). 

En dog e nous con cen tra tions of GHB in post mor -
tem urine sam ples were higher than in sam ples taken
from liv ing per sons. Val ues of these con cen tra tions
did not change in ma te rial that was stored at low tem -
per a tures, but an in crease in GHB con cen tra tion was

ob served in urine sam ples that were stored at room
tem per a ture. 

En dog e nous (0.05-0.035 mg/ml) GHB con cen tra -
tions de ter mined in intravital sam ples in this study are
lower than those es tab lished by other au thors. Con cen -
tra tions de ter mined by LeBeau [20] in urine sam ples col -
lected from 207 per sons ranged from 0.00–2.70 mg/ml
(more pre cisely - from the LOQ value of 0.20 mg/ml)
with me dian 0.24 mg/ml. In his ear lier re search [18],
GHB con cen tra tions were as high as 6.63 mg/ml in
a group of 8 per sons from whom 425 urine sam ples
were col lected dur ing one week and indicated sta tis ti -
cally sig nif i cant intraindividual vari a tion. For com par -
i son, it is nec es sary to quote GHB con cen tra tion
de ter mined in urine sam ples (n = 21) col lected from al -
leged vic tims of rapes with use of GHB which fluc tu -
ated from 2.3 up to 6100 mg/ml, the me dian be ing only
15 mg/ml [21].

De ter mined GHB con cen tra tions (0.12-14.50 mg/ml)
in post mor tem urine sam ples were de cid edly higher
than those re vealed in intravital ma te rial. Com par i son
of them with data from the lit er a ture is dif fi cult. Re -
sults of re search pub lished so far are char ac ter ised by
a broad range. Some re search ers [6] pres ent ev i dence
that val ues of GHB con cen tra tions in intravital and
post mor tem urine sam ples are com pa ra ble and do not
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Fig. 7. En dog e nous GHB con cen tra tions in urine sam ples.

Fig. 8. Changes of GHB con cen tra tion dur ing stor age in dif -
fer ent con di tions. 



change sig nif i cantly dur ing stor age of ma te rial with
NaF ad di tion at low tem per a ture. A de cided ma jor ity
main tains that stor age of the ma te rial at room tem per a -
ture with out so dium flu o ride ad di tion can cause for -
ma tion of GHB con cen tra tion even up to 433 mg/ml in
the blood and sig nif i cantly lower in the urine. Anal y sis 
of 13 cases of deaths not as so ci ated with GHB con -
sump tion showed com pa ra ble GHB con cen tra tions in
blood (range: 0-197 mg/ml, av er age: 57 mg/ml) and
urine (0-217 mg/ml; 56 mg/ml) [5]. One of the causes
of oc cur rence of higher GHB con cen tra tions in au -
topsy ma te rial can be the biogenic amine – putrescine,
which arises as a re sult of al bu min deg ra da tion (e.g.
pu tre fac tion pro cesses) and is one of the sources of
GHB pro duced af ter death. An other cause can be ac cu -
mu la tion of too much succinic acid as a re sult of stop -
ping the Krebs Cy cle, which is in turn trans formed to
GHB. There fore, in or der to cor rectly in ter pret de ter -
mined GHB con cen tra tion for the pur pose of con fir -
ma tion or ex clu sion of its con sump tion, it is nec es sary
to re mem ber about fac tors that can have an in flu ence
on GHB con cen tra tion in ana lysed bi o log i cal ma te rial.

4. Sum mary

The elab o rated PCI-GC-MS method for de ter mi na -
tion of GHB in urine en ables iden ti fi ca tion of this
com pound at low con cen tra tions, so it is use ful both
for fo ren sic and clin i cal toxicology.

Dif fi cul ties as so ci ated with in ter pre ta tion of re -
sults of de ter mi na tion of GHB in bi o log i cal ma te rial
re lat ing to its pos si ble con sump tion re sult mainly from 
the nat u ral pres ence of this com pound in the or gan ism
and its changes dur ing stor age of the ma te rial. 
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1. Ws têp

Kwas g-hy droks ymas³owy, GHB (ry cina 1), jest zwi¹z -
kiem en dog ennym obecn ym w or gan izm ie ka ¿de go cz³o -
wieka. Po siada on sze reg cech neu roprzekaŸnika. Po w-
 staje w oœr odkowym uk³adzie ner wow ym (OUN) z neu -
rop rzekaŸnika kwa su g-amin omas³owego (GABA), w któ -
ry sam mo¿e siê prze kszta³ciæ. W or gan izm ie ulega bio -
trans form acji do kwa su bursz tyn owe go i dal szym prze -
mian om w cy klu Kreb sa. Po raz pierw szy zsyn tet yzo -
wany zo sta³ w 1961 roku przez fran cus kiego na ukowca
dra H. La bor ita, kt óry bada³ skut ki, ja kie po wod uje GABA
w mó zgu [28].

Pocz¹tkowo GHB sto sow ano w ce lach me dyczn ych
jako œr odek znie czul aj¹cy. Ze wzgl êdu na efekty ubocz -
ne, ja kie wywo³ywa³, ogran icz ono jego za stos owa nie do
le czen ia nar kol epsji (Sta ny Zjed noc zone) i uzal e¿n ienia
od al koh olu (W³ochy) [15]. W ni ekt óry ch kr êga ch  m³o-
 dz ie¿ owy ch bywa pro pag owa ny i sprze daw any jako sub -
styt ut ste rydów anab oli cznych maj¹cy powo dow aæ przy -
rost masy miêœ nio wej, a w in nych prze ciwn ie, jest  pole -
ca ny jako na tur alny pro dukt po wod uj¹cy ob ni¿ enie masy 
cia³a. GHB jest ró wni e¿ re klam owa ny jako œr odek lecz¹ -
cy be zsen noœæ, za pob iegaj¹cy sta rzen iu siê, ³ysien iu, po -
praw iaj¹cy na strój, znosz¹cy niepokój i depresjê oraz
pod nosz¹cy wyd olnoœæ sek sua ln¹ [5, 20]. Od lat  dzie -
wiêæ dziesi¹tych dwu dzies tego wie ku gwa³tow nie wzra -
sta nadu ¿ywanie GHB w ce lach „re krea cyjny ch” jako
tzw. „nar kot yku klu bow ego”, czy li sto sow ane go w celu
wpro wad zenia siê w stan odu rzen ia. GHB oraz jego  ana -
lo gi, a za raz em pre kurs ory do pro dukc ji, tj. lak ton kwa su
g-hy droks ymas³owego (GBL) i 1,4-bu tan odi ol (1,4-BD)
na le¿¹ ta k¿e do gru py œro dków okr eœlanych nazw¹ date-
rape dru gs, któ re sto sow ane s¹ w celu u³atwien ia  wyko -
rzystania sek sua lne go. Do zgwa³ceñ do chod zi wó wczas,
kie dy ofiara znaj duje siê pod dzia³aniem œwiadomie lub
nieœwiadomie przyjêtego œrodka. W tym dru gim przy -
padku sub stanc ja jest za zwyc zaj do daw ana ni epo str ze¿e -
nie do na poju po tenc jalnej ofiary. Skut ki, ja kie wywo³uj¹ 
te œr odki, to m.in. utrata œwiad omoœci, amnez ja i obni¿ o -
ny po ziom za ham owa nia psy chiczn ego. Nie jas no  zapa -
miê tany prze bieg zda rzen ia spra wia, ¿e ofiary zgwa³ceñ
zg³aszaj¹ siê na policjê najczêœciej po up³ywie d³u¿szego
cza su. Ze wzg lêdu na na tur aln¹ ob ecn oœæ GHB w  orga -
niz mie, szybk¹ eliminacjê przyjêtej daw ki (jest  wykry -
wa ny do 8 go dzin z krwi i do 12 go dzin z mo czu) i up³yw
cza su od jej prz yjêcia, czê sto sta je siê prak tyczn ie nie -

mo¿liwe udow odni enie u¿yc ia GHB jako œrod ka u³at wia- 
 j¹cego do kon anie zgwa³ce nia [1, 2, 3]. 

Kry tyczn ym pro blem em jest ustal enie gra nicy stê ¿eñ
en dog enne go GHB w ma ter iale bio log icznym. Gdy jed ni
ba dac ze przy tac zaj¹ nie znacz¹ce jego po ziomy w osoc zu
(oko³o 0,1 mg/ml) i mo czu (oko³o 2,5 mg/ml), ma ter ia -
³ach, kt óre po brane s¹ od osób ¿y wych [28], inni po daj¹
wa rtoœci 2-3 mg/ml dla krwi i 5-6 mg/ml dla mo czu [11],
a na wet pro pon uj¹ prz yjê cie gra niczn ego stê ¿enia 10 mg/ml
w mo czu [20]. Pr zyjêcie ta kiej wa rtoœci gra niczn ej dla
roz ró¿ni enia egzo- i en dog enne go po chod zenia GHB
spo wod owa³a, ¿e po poda niu jed nor azo wej te rap euty -
cznej jego daw ki (50 mg/kg) w 12,5%, 81,3% i 100%
pró bek mo czu po bran ych od pow iednio w prze dzia³ach
3-6 h, 6-12 h i 12-24 h stê¿ enie zwi¹zku znaj dowa³o siê
poni ¿ej pro pon owa nej gra nicy [15]. Po prz yjê ciu wy¿ -
szy ch da wek, do 7 g (~100 mg/kg), jego st ê¿enie we krwi
i w mo czu osi¹ga³o wa rtoœci trud ne do zin terp reto wan ia
po 8 i 12 h [5]. Z licz nych da nych uzys kany ch z piœm ien-
 nic twa [5, 8, 10, 13, 17, 29] wy nika, ¿e wed³ug obecn ie
po siad anej wie dzy, wy znac zenie jed noz nacznej gra nicz -
n ej war toœci jest ci¹gle dys kus yjne. War toœ ci stê ¿eñ GHB 
w ma ter iale bio log icznym zmie niaj¹ siê i zale¿¹ od wie lu
czy nników. Prz y¿yciowo ba dano wp³yw p³ci, rasy, wie -
ku, war unków zdro wotn ych, le czen ia [20] i die ty, a szcze -
gólnie pi cia al koh olu i pa len ia ty ton iu [23, 24] oraz obni -
¿on ego pH mo czu na st ê¿enie en dog enne go GHB w p³y -
nach ustroj owy ch. W ma ter iale sek cyjn ym du¿¹ zmi en -
no œæ w stê ¿eniu tego zwi¹zku stwier dzono w zale¿n oœci
od ro dzaju ma ter ia³u, a na wet miej sca po bran ia krwi ze
zw³ok [5], wa runk ów i cza su prze chow ywa nia po bran e -
go ma ter ia³u oraz spo sobu jego kon serw acji [6, 19].

Przyj mow anie GHB w mniej szych daw kach wy wo -
³uje euf oriê, odp rê¿enie, odu rzen ie, sen noœæ, za chwian ie
ró wnowagi i ha luc yna cje. Wi êks ze daw ki pro wadz¹ do
zab urzeñ od dyc hania i utraty przyt omnoœci. Z ko lei efek -
t em przyj êcia du¿ych da wek GHB jest g³êb oka œpi¹czka
i amnez ja [5, 25, 30]. W¹ski prze dzia³ stê¿ eñ te rap euty cz -
nych spra wia, ¿e ³atwo do chod zi do przedaw kow ania
i za truæ. Jed nym z g³ówn ych pow odów przedaw kow ania
jest nieznaj omo œæ zawarto œci czy stego GHB w prz yjêt ej
sub stanc ji oraz in ter akcje z in nymi œr odk ami, sz cze gólnie 
prze ciwd epr esyj nymi, ben zod iaze pin ami, bar bit ura nami, 
b¹dŸ te¿ z al koh olem.

GHB za zwyc zaj przyj mow any jest do ustn ie, ale mo¿e 
byæ ró wnie¿ wstrzy kiw any do¿yln ie. Przewa ¿nie wy stê -
pu je jako sól so dowa w po staci bia³ego prosz ku, ta blet ek
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lub kap su³ek. Spo tyk any jest rów nie¿ w po staci bez -
barwn ej, bez wonn ej cie czy o lek ko s³onaw ym sma ku.
Przed po zam edy cznym u¿ yci em roz puszc zany jest w wo -
dzie, so kach, na poj ach al koh olo wych, w kt óry ch jest nie -
wyc zuwa lny i nie zau wa¿a lny.

GHB prz yjê ty do ustn ie ulega szyb kiemu  wch³ania-
 niu, me tab oli zow aniu i wy dal aniu z mo czem. Jed nak tyl -
ko 5% prz yjêtej daw ki prze chod zi do mo czu w po staci
nie zmien ionej. Okres pó³trwa nia GHB wy nosi 30–60 mi -
nut. Pr zyjêty w du ¿ej daw ce jest wy kryw any we krwi do
8 go dzin, a w mo czu na wet do 12 go dzin [5]. 

Do nie dawna sk³ad niki u¿ ywa ne do wy twar zania
GHB, tj. GBL i 1,4-BD, by³y po wszechn ie do stêpne.
Zwi¹zki te w or gan izm ie ludz kim ³atwo prze kszta³caj¹
siê do GHB, co po wod uje wzrost jego stê¿enia we krwi
i w mózgu oraz wyst¹pie nie ta kich sa mych ob jawów
dzia³ania, jak po pr zyjêciu GHB [29]. Dla tego te¿ GBL,
1,4-BD, a ostatn io na wet GVL (g-wa ler ola kton), s¹ czê -
sto sto sow ane jako za mienn iki GHB [27]. 

GHB jest ob jêty kon trol¹ prawn¹ w wie lu kra jach, np. 
w Ka nad zie (od 1998 r.), w ni ekt órych kra jach Unii Eu -
rop ejsk iej, Ja pon ii (2001), Szwaj car ii i w Sta nach Zjed -
noc zony ch (2002). Anal ogi GHB nie s¹ za lic zane do
zwi¹zków nie leg alny ch. Roz porz¹dze nie Par lam entu Eu -
rop ejsk iego i Rady Eu ropy z dnia 11 lu tego 2004 r.
w spra wie prek ursorów nar kot yko wych rów nie¿ nie wy -
mien ia tych zwi¹zków. W Pol sce, zgod nie z ustaw¹
z dnia 29 lip ca 2005 r. o prze ciwd zia³aniu nar kom anii,
GHB jest za lic zany do sub stanc ji psy chot ropo wych gru -
py IV-P. Jego po chodne wpraw dzie nie s¹ wy mien iane,
ale spe³niaj¹ de fini cjê œr odka za stêp czego.

Do oznac zania GHB w ma ter iale bio log icznym sto -
sow ano ró¿ ne me tody in strum enta lne, m.in. ch romat o -
gra fiê ga zow¹ z de tekcj¹ wy chwytu el ektro nów [9] oraz
z de tekcj¹ mas [12, 21, 26], wy sok osp rawn¹ ch rom ato -
grafiê cie czow¹ z de tekcj¹ UV oraz mas [22]. W  meto -
dach wy kor zyst uj¹cych te chn ikê GC-MS anal iza GHB
po lega na jcz êœciej na prze kszta³ce niu tego zwi¹zku
w GBL lub pod dan iu de ryw aty zac ji od czynn iki em si lil u -
j¹cym. Po de ryw aty zac ji oznac zano GHB w mo czu w za -
kres ie st ê¿eñ od 5 do 6100 mg/ml [7, 19] oraz we krwi
w za kres ie od 1 do 200 mg/ml [11]. Za stos owa nie tech niki 
LC-MS w oznac zaniu GHB jest mniej po pul arne, po -
mimo ¿e nie wy maga ona prze prow adz ania anal itu w po -
chodne [14, 32]. Gra nice ozn acz alnoœci GHB me tod ami
LC-MS wy nosz¹ 1 mg/ml. Na oznac zanie GHB w p³y -
nach ustroj owy ch tech nik¹ HPLC-UV ma wp³ywa ni ski
wspó³czyn nik ab sorpc ji w³aœ ciwej, skut kiem cze go gra -
nica ozn acz alnoœci w tej me tod zie wy nosi 10 mg/ml [31].
Oprac owa no równi e¿ szyb ki ko lor yme try czny test do
wy kryw ania GHB w mo czu. Test um o¿liwia wy kryc ie
100 mg GHB w jed nom ili lit row ej pró bce mo czu w po -
staci pur pur owe go kom pleksu z ¿el azem tworz¹cego siê
w obecnoœci hy droks yla miny i po prze kszta³ce niu GHB

do GBL. Przy ta kiej gra nicy wyk ryw alnoœci wp³yw en do -
g enne go GHB na do datni wy nik te stu mo ¿na po min¹æ [4]. 

W ko ntekœcie wy ¿ej przed staw iony ch zagad nieñ wy -
dawa³o siê ce lowe oprac owa nie me tody oznac zania GHB 
oraz wy znac zenie za kres ów st ê¿eñ en dog enne go GHB
w pr óbkach mo czu po bran ych od osób ¿y wych oraz ze
zw³ok. Istotn ym elem entem by³a równ ie¿ ocena trwa³oœci 
en dog enne go GHB w pr óbk ach mo czu prze chow ywa -
nych w ró¿n ych wa runk ach.

2. Ma ter ia³ i me tody

2.1. Ma ter ia³ bio log iczny

Ma ter ia³ do ba dañ sta nowi³y lo sowo wy brane pr óby
mo czu po chodz¹ce od osób ¿y wych i ze zw³ok. Pr óbki
œw ie¿o po po bran iu od ¿y wych, zdro wych, nie przyjm u -
j¹cych lek ów i GHB osób, u¿y wano jako ma ter ia³ kon -
trol ny do oprac owa nia me tody oraz do wy znac zania stê -
¿eñ fi zjol ogi cznego GHB. St ê¿en ia en dog enne go GHB
wy znac zono ró wnie¿ w pr óbka ch mo czu sek cyjn ego po -
bran ego ze zw³ok osób, u kt órych pr zyjê cie tego zwi¹zku
przed zgo nem mo¿ na by³o wyk luczyæ na pod staw ie oko -
licz noœci zda rzen ia i wyn ików anal izy tok syk olo gic znej.
Ma ter ia³ ten sta nowi³y do wody rze czowe na des³ane do
In styt utu Eks pert yz S¹do wych w Krakowie w celu prze -
prow adz enia analizy chemiczno-toksykologicznej.

Te same pr óbki mo czu po bran ego pr zy¿y cio wo i pod -
czas sek cji s³u¿y³y rów nie¿ do oceny trwa³oœci GHB
prze chow ywa nego w ró¿n ych cza sie i tem per atu rze, we -
d³ug ustal onej procedury badañ. 

2.2. Od czynn iki

GHB (w po staci soli so dow ej) i GHB-D6 po chod zi³y
z fir my Ce rill iant, 1,4-BD i GBL z fir my Al dr ich, octan
etylu (o czys toœci do HPLC) z fir my Merck, kwas b-hy -
droks ymas³owy (BHB) (w po staci soli so dow ej) oraz od -
czynn ik de ryw aty zuj¹cy N,O-bis(tri met ylo sil ilo)tri-flu oro-
acet amid z do datk iem 1% tri met ylo chl orosi lanu (BSTFA 
+ 1% TMCS) z fir my Sig ma. 

2.3. Eks trakc ja

Do fiolki Eppen dorfa wla no 200 ml mo czu i 20 ml roz -
tworu wzor ca wewn êtrznego GHB-D6 (100 mg/ml), osi¹ -
gaj¹c stê¿ enie 10 mg/ml w mo czu. Pr óbki mie szano za po -
moc¹ wor teksu, a nas têpn ie do daw ano 200 ml bu foru cy -
tryn iano wego o pH 2 oraz po 1 ml octa nu etylu. Mie- 
szan inê wytrz¹sano za po moc¹ wytrz¹sar ki przez 10 mi -
nut, po czym od wir owy wano przy 4000 obr/min. Po od -
wir owa niu po bier ano 800 ml (4 ´ 200 ml) fazy orga -
nicz nej do ko lejn ej fiolki Eppen dorfa i od par owy wano
do su cha w stru mien iu azotu w tem per atu rze 40°C.  Na -
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stêpnie do su chej po zos ta³oœci do daw ano po 50 ml octa nu
etylu i 20 ml od czynn ika de ryw aty zuj¹cego (BSTFA +
1% TMCS). Pr óbki mie szano za po moc¹ wor teksu i pod -
daw ano de ryw aty zac ji przez 30 mi nut w tem per atu rze
60°C, a po ozi êbi eniu do tem per atu ry po koj owej anal i zo -
wano me tod¹ GC-MS.

2.4. Apar atu ra i wa runki anal izy

Eks trakty po de ryw aty zac ji anal izo wano me tod¹
chro ma tog rafii ga zow ej sp rzê ¿onej ze spek trom etri¹ mas
z po zyt ywn¹ che miczn¹ jo niz acj¹ (PCI-GC-MS).

Do ba dañ za stos owa no chro mat ogr af ga zowy (GC)
fir my Agil ent Tech nol ogi es se rii 6890 wy posa¿ony w se -
lekt ywny de tekt or mas (MSD) se rii 5973 z mo ¿liwoœci¹
opcjo naln ego sto sow ania jo niz acji che miczn ej (CI) oraz
au tom aty czny po dajn ik pr óbek se rii 6890. Roz dzia³ pro -
wad zono na ko lumn ie ka pil arnej typu DB-5MS (30 m ´
0,25 mm ´ 0,25 mm, J & W Scien tif ic) w pro gram owa -
nym gra dienc ie tem per atu ry. Pocz¹tkowa tem per atu ra
pie ca wy nosi³a 55oC i utrzym ywa na by³a przez 1 minutê,
po czym wzra sta³a o 20oC/min do tem per atu ry 280oC,
któr¹ utrzym ywa no przez 5 mi nut. Tem per atu ra za woru
na strzyk owe go wy nosi³a 240oC, a kwa drup ola 106oC.
Ga zem no œnym by³ hel, przep³ywaj¹cy przez kolumnê
z szy bkoœci¹ 1,2 ml/min, a jo niz uj¹cym me tan, kt órego
przep³yw wy nosi³ 20 ml/min. Ob jêt oœæ na strzyku wy -
nosi³a 2 ml.

3. Wy niki i dys kus ja

Prze prow adz enie badañ wstê pnych w try bie zbie ran ia 
ca³ko wit ego pr¹du jo now ego po zwoli³o na re jest racjê
pe³nych widm ma sow ych GHB, GHB-D6, GBL, 1,4-BD
i BHB oraz wy bran ie naj int ensy wnie jszych jon ów do
dal szych bad añ w try bie mo nit oro wan ia wy bran ych jo -
nów (SIM). Wid ma ma sowe GHB i GHB-D6  przedsta -
wiono na ry cin ie 2 i 3.

Objête ba dan iami zwi¹zki, czy li GHB, GHB-D6 oraz
GBL, 1,4-BD i BHB, jako mog¹ce po tenc jalnie in terf e -
rowaæ z anal ita mi, ident yfi kow ano na pod staw ie cza sów
re tenc ji i wy bran ych jo nów (ta bela I). W anal izie iloœ cio -
wej dla GHB i GHB-D6 sto sow ano od pow iednio jony
o m/z 159 i 165. Chro mat ogr amy tych jonów w  ekstrak -
cie mo czu z do datk iem GHB i GHB-D6 w st ê¿en iu
10 mg/ml w po staci tri met ylo sil ilo wych po chodn ych
przed staw iono na ry cin ie 4. 

GHB eks trah owa no z mo czu w uk³adzie ciecz-ciecz.
Opty mal izuj¹c meto dê eks trakc ji, zba dano wp³yw 8  ro -
dzajów roz pus zczalników (chlo rek n-bu tylu, chlo rof orm, 
chlo rek me tyl enu, eter diety lowy, eter dii zop ropy lowy,
octan etylu, n-hek san, n-hep tan) (ry cina 5) oraz 6 ro dza -
jów bu for owa nia œr odo wis ka eks trakc ji (2 M H2SO4,
10% HCl, bu fory: fos for ano wy o pH 2, 3 i 7,4 oraz cy -

tryn iano wy o pH 2) (ry cina 6) na wy daj noœæ  wyosab -
niania GHB. Wy dajno œci te w za le¿no œci od wa runków
waha³y siê w gra nic ach od 0,17% do 40%. Naj bard ziej
opty maln ymi wa runk ami okaza³a siê eks trakc ja octa nem
etylu ze œrod owiska bu foru cy tryn iano wy o pH 2, w kt ó -
rych wy dajn oœæ pro cesu wy znac zona przy st ê¿en iu
10 mg/ml wy nosi³a 40%.

Ze wz glê du na ob ecn oœæ en dog enne go GHB w mo -
czu, wzor cow anie me tody prze prow adz ono tech nik¹ do -
datku wzor ca. Z próby mo czu po bran ej z po jed ynczego
Ÿród³a przy got owa no seriê 10 prób ek po 1 ml ka¿da. Do
ko lejn ych pr óbek do daw ano GHB we wzra staj¹cym st ê -
¿e niu, tj. 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 50 i 100 mg/ml.
Wykr eœ lono krzyw¹ ka lib racy jn¹ na pod staw ie sto sunku
pól po wierzchni pi ków po chodz¹cych od GHB i GHB-D6

w funk cji stê¿ enia GHB. Na pod staw ie 10-punk tow ych
krzy wych ka lib racy jnych stwier dzono, ¿e me toda PCI-
GC-MS by³a li niowa w dw óch za kres ach ro boc zych:
0,1–10 mg/ml i 10–100 mg/ml. Wa rtoœci wspó³cz ynn ików 
ko rel acji cha rakt ery zuj¹cych rów nania re gres ji li niow ej
dla krzy wych ka lib racji, a otrzym any ch pod czas sze œciu
nie zale¿nych anal iz prób ek mo czu po chodz¹cych od  ró¿ -
nych osób, wy nosi³y od pow iednio 0,9992 i 0,9963. 

Eks trap oluj¹c otrzym ane pro stol ini owe zal e¿no œci do 
punk tu prze ciêcia siê z osi¹ stê¿ eñ, wy znac zano st ê¿en ie
en dog enne go GHB w pr óbk ach mo czu u¿ ytych do spo -
rz¹dze nia krzy wej. Nale ¿y dodaæ, ¿e wie lu aut orów do
wzor cow ania me tody oznac zania GHB u¿ywa³o  synte -
tycznego mo czu wy prod uko wan ego w wa runk ach  labo -
ra toryjnych, kt óry jest wol ny od bak ter ii i wie lu zwi¹z -
ków obecn ych w mo czu rze czyw ist ym, w tym GHB.

Gr ani cê wy kry walno œci (LOD) wy znac zono jako st ê -
¿en ie, dla kt órego wa rtoœæ sy gna³u anal ity cznego (wyso -
koœæ piku) po chodz¹cego od GHB trzy krotn ie prze wy¿-
sza³a wart oœæ sy gna³u sz umów. Za gr anicê wy kry wal no œ -
ci (LOQ) pr zyjêto st ê¿enie, przy kt órym wy sokoœæ piku
GHB by³a 6-krot nie wy¿s za od wyso koœci piku szum ów.
W ten spos ób wy znac zone LOD i LOQ dla GHB w mo -
czu wy nosi³y od pow iednio oko³o 0,045 i 0,075 mg/ml. 

Pre cyz ja wewn¹trz grup owa i miê dzyg rup owa  ozna -
czona w jed nym dniu i w ró¿ nych dniach w ci¹gu ty god -
nia na pod staw ie anal izy czte rech ró¿n ych prób ek mo czu
z do datk iem GHB w st ê¿en iu 10 mg/ml, wy ra¿o na przez
RSD, wy nosi³a od pow iednio: 1,2% i 13%. 

W celu kon troli dok³adn oœci me tody, a z po wodu ko -
merc yjnie ni edos têpn ego ma ter ia³u od nies ienia za wier a -
j¹cego GHB, sporz¹dzo no trzy pró bki kon trol ne mo czu
po chodz¹ce od ró ¿nych osób, z do datk iem GHB w st ê -
¿en iu 10 mg/ml. Œred nie stê ¿enie anal itu wy znac zano
z obu krzy wych ka lib racy jnych. Wy nosi³y one 10,18
± 0,13 mg/ml i 9,22 ± 1,14 mg/ml. Re lat ywna dok³ad noœæ
me tody, ob lic zona wg wzo ru [(œre dnie stê ¿enie – stê ¿enie 
od nies ienia) / st ê¿en ie od nies ienia] ´ 100%, nie prze -
krac za³a ±8% wart oœci od nies ienia. 
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We ryfi kacjê sp ecyf iczn oœci me tody prze prow adz o -
no, pod daj¹c pe³nemu pro ces owi anal ity cznemu po dwie
próby mo czu pr zy¿yciowego i sek cyjn ego z do datk iem
GHB, GBL, 1,4-BD i BHB ró wnie¿ w st ê¿en iu 10 mg/ml
ka ¿dy. Nie stwier dzono in terf ere ncji wy bran ych anal i -
tów na oznac zanie GHB. Wybór zwi¹zków do ba dan ia
sp ecy ficznoœci by³ wy soce uzas adni ony mo¿l iwoœ ci¹ ich
wspó³obec noœci w prób kach mo czu po chodz¹cych od
osób przyj muj¹cych GHB w ró¿ny ch ce lach. Nie wy z -
nac zano pa rame trów wa lid acy jnych me tody dla GBL
i 1,4-BD, ale sporz¹dzo no 9-punk tow¹ krzyw¹  kalibra -
cyj n¹ dla BHB, kt óra za chow ywa³a li niow oœæ w  zakre -
sach 0,1-10 mg/ml oraz 10-100 mg/ml. Oznac zanie BHB
w mo czu ma istotne zna czen ie, pon iewa¿ jest on uznany
jako wskaŸ nik al koh olo wej kwa sicy ke ton owej, sz cze -
gól nie w ba dan iach przy czyny zgo nu osób na du¿ y wa -
j¹cych al koh olu [16]. 

Mo ¿na przyj¹æ, ¿e pa ram etry wa lid acy jne me tody
PCI-GC-MS oznac zania GHB w mo czu gwa rant uj¹ jej
u¿y tecz noœæ. Pro ced ura przy got owa nia prób ki nie jest
skom plik owa na i mo¿e byæ sto sow ana do ru tyn owej pra -
cy w wiê kszoœci lab oratoriów. 

Pr óby oprac owa nia me tody EI-GC-MS oznac zania
GHB w mo czu nie przy nios³y za dow alaj¹cych wy nik ów
ze wz glê du na wy ¿sze wa rto œci LOD i LOQ wy nosz¹ce
od pow iednio 4 mg/ml i 7 mg/ml. 

Zwa lid owan¹ me tod¹ PCI-GC-MS wy znac zano st ê -
¿e n ia en dog enne GHB w pr óbk ach mo czu po chodz¹cych 
od osób ¿y wych i ze zw³ok. Pr óbki po brane pr zy¿y ciowo
pod daw ano anal izie na tychm iast po po bran iu. Mocz sek -
cyjny ba dano w ró ¿nym cza sie od zgo nu, tj. po 34-
380 dniach (ta bela II).

Za sadn icz ym kry ter ium wy boru tego  ma teria ³u sta -
nowi³o wy kluc zenie mo ¿liw oœci pr zyjê cia GHB przed
zgo nem. Wy znac zone st ê¿en ia GHB mi eœci³y siê w gra -
nic ach 0,05-0,35 mg/ml (œre dnia 0,21 ± 0,09; me diana
0,21 mg/ml) w mo czu po bran ym od osób ¿y wych (n = 12)
i 0,12-14,50 mg/ml (5,82 ± 5,50; 4,11 mg/ml) w mo czu
sek cyjn ym (n = 12) (ry cina 7).

Ka¿d¹ z wy ¿ej ba dan ych prób mo czu po dziel ono na
dz iewiêæ cz êœci i umieszc zono w szczel nie zamkni êtych
bu tel eczka ch. Po trzy pr óbki z ka ¿de go Ÿród³a  przecho -
wy wano w tem per atu rze –18oC, +3oC i po koj owej (oko³o 
20oC). W po jed yncz ych pr óbk ach oznac zano GHB po 2,
4 i 8 ty god niach prze chow ywa nia (ry cina 8). 

St ê¿e nia en dog enne go GHB w pr óbk ach mo czu po -
bran ych ze zw³ok by³y wy ¿sze ni¿ u osób ¿y wych.  War -
toœci tych st ê¿eñ nie ulega³y zmia nie w ma ter iale prze -
cho wyw anym w ni skich tem per atu rach, na tom iast  zaob -
ser wowano wzrost stê¿enia GHB przy prze chow ywa niu
mo czu w tem per atu rze po koj owej. 

Oznac zone w ni niejs zej pra cy stê ¿enia en dog enne
(0,05-0,35 mg/ml) GHB w pr óba ch mo czu po chodz¹ -
cych od osób ¿y wych s¹ ni ¿sze od wy znac zony ch przez
in nych au torów. St ê¿enia wy znac zone przez Le Beau [20] 

w pr óbk ach mo czu po chodz¹cych od 207 osób mi eœci³y
siê w gra nic ach 0,00–2,70 mg/ml (a œci œlej od war toœ ci
LOQ wy nosz¹cej 0,20 mg/ml) z me dian¹ 0,24 mg/ml.
W jego wc zeœniejszych ba dan iach [18] st ê¿e nia GHB si ê -
ga³y 6,63 mg/ml w gru pie 8 osób, od któ rych po brano
425 pr óbek mo czu w ci¹gu 1 ty god nia, przy czym wska -
zywa³y one zna mienn¹ sta tys tycznie wewn¹trzo sobn icz¹
zmie nnoœæ. Dla poró wnan ia nale ¿y przy tocz yæ stê¿ enia
GHB oznac zone w próbk ach mo czu (n = 21) po bran ych
od do mniem any ch ofiar zgwa³ceñ z u¿yciem GHB, które
waha³y siê w gra nic ach od 2,3 do 6100 mg/ml, przy czym
me diana wy nosi³a tyl ko 15 mg/ml [21]. 

Oznac zone stê¿e nia (0,12-14,50 mg/ml) GHB w mo -
czu po bran ym ze zw³ok by³y zde cyd owa nie wy¿ sze od
wy kaz any ch w ma ter iale po bran ym pr zy¿y ciowo. Po -
równ anie ich z da nymi za wart ymi w pi œmie nni ctwie jest
trud ne. Do tychc zas opub liko wane wy niki ba dañ ce chuje
du¿a ro zpiê toœæ. Jed ni ba dac ze [6] do wodz¹, ¿e wa rtoœci
st ê¿eñ GHB w pr óbkach mo czu pr zy¿yciowego i sek -
cyjn ego s¹ por ówny wal ne i nie uleg aj¹ istotn ym zmia -
nom w cza sie prze chow ywa nia ma ter ia³u z do datk iem
NaF i w ni skiej tem per atu rze. Zde cyd owa na wiê ksz oœæ
utrzym uje, ¿e prze chow ywa nie ma ter ia³u w tem per atu rze 
po koj owej bez do datku flu orku sodu mo¿e spo wod owaæ
wy twor zenie siê GHB w st ê¿en iu na wet do 433 mg/ml we
krwi i znacz nie mniej sze w mo czu. Z anal izy 13 przy pad -
ków zgon ów nie zwi¹za nych z pr zyjêciem GHB wy kaz a -
no po rów nyw alne st ê¿e nia GHB we krwi (za kres:
0-197 mg/ml, œr ednia: 57 mg/ml) i w mo czu (0-217 mg/ml;
56 mg/ml) [5]. Jedn¹ z przy czyn wyst ê powania wy¿s zych
stê¿ eñ GHB w ma ter iale sek cyjn ym mo¿e byæ bio genna
amina – pu trescyna, kt óra, po wstaj¹c w wy niku roz padu
bia³ek (np. pro ces ach gnil nych), sta nowi jed no ze Ÿró de³
GHB wy twar zane go po zgo nie. Inn¹ przy czyn¹ mo¿e byæ 
na grom adz enie siê zbyt du ¿ej il oœci kwa su bursz tyn owe -
go w wy niku za ham owa nia cy klu Kreb sa, który z ko lei
jest prze kszta³cany do GHB. Dla tego te¿, aby dok onaæ
w³aœc iwej in terp reta cji wy z nac zone go st ê¿en ia GHB
w celu po twierd zenia lub wy kluc zenia jego pr zyjê cia, na -
le¿y pa miêt aæ o czyn nik ach, które mog¹ mieæ wp³yw na
stê¿ enie GHB w ba dan ym ma ter iale bio log icznym.

4. Pod sum owa nie

Oprac owa na me toda PCI-GC-MS do oznac zania
GHB w mo czu um o¿liwia wy kryc ie tego zwi¹zku w ni s -
kich st ê¿eniach, czy li jest przy datna zaró wno dla po trzeb
tok syk olo gii s¹do wej, jak i kli niczn ej.

Tru dnoœci zwi¹zane z in terp reta cj¹ wy ników  ozna -
czania GHB w ma ter iale bio log icznym w od nies ieniu do
ewent ual nej jego kon sumpc ji wy nik aj¹ z g³ów nie z na -
tur alnej ob ecn oœci tego zwi¹zku w or gan izm ie oraz prze -
mian, ja kim ulega pod czas przechowywania materia³u.   
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