
1. In tro duc tion

In the 1970’s, Egg ers [5] showed that hal lu ci na tion 
could be caused by con sump tion of com pounds which
were not com monly con sid ered as hal lu ci no genic com -
pounds. Benzydamine (BZ; 1-Benzyl-3-[3-(di methyl -
amino)propoxy]-1H-indazole) was men tioned among
them. The first in for ma tion about in ten tional (“rec re -
ational”) con sump tion of BZ con cerned a 22-year old
man who, ac cord ing to in for ma tion pub lished on the
Internet, took 500 mg in the form of Tantum Rosa
prep a ra tion. This is used for ir ri ga tion (douche) by
women. It caused 12-hour hy per ac tiv ity, ex cite ment
and hal lu ci na tion as well as mus cle weak ness for ca.
48 hours [1]. BZ is a com po nent of var i ous med i cines
(e.g. Tantum, Hascosept, Difflam), which can be bought

with out pre scrip tion, i.e. over-the-coun ter (OTC). It is
an ex ter nally ap plied drug. It has lo cal anti-in flam ma -
tory, an al ge sic, an aes thetic and an ti sep tic ac tiv ity. It is 
ab sorbed into the blood to a min i mal de gree. Oral con -
sump tion, i.e. con trary to the man u fac turer’s rec om -
men da tions, causes a re ac tion sim i lar to deliriants and
stimu la tors [1, 7]. Ac cord ing to in for ma tion ob tained
from Internet dis cus sion groups, 15 min utes af ter con -
sump tion of 500 mg of BZ, weak vi sual and au di tory
hal lu ci na tions and “spec tral shapes” should oc cur. Ad -
di tion ally, it was men tioned (in these Internet dis cus -
sion groups) that au di tory and vi sual hal lu ci na tions oc -
cur af ter con sump tion of larger doses (up to 3000 mg)
as well as im pair ment of mo tor sys tem and men tal
func tions. More over, pu pil en large ment, hepatodynia
and kid ney pain, de hy dra tion and in som nia could be
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also ob served. There fore, BZ can be con sid ered as an
un con ven tional drug of abuse or “rec re ation drug”,
which can be bought with out pre scrip tion in spite of
hav ing psychotropic ac tiv ity. 

A max i mum con cen tra tion of ~800 ng×ml–1 af ter
con sump tion of 100 mg BZ was achieved af ter 2 h, and 
the half-life pe riod was ~13 h [4]. A max i mum con cen -
tra tion of BZ (454 ng×ml–1) in male blood was ob -
served at 90 min utes af ter con sump tion of 50 mg (it
was also de ter mined at a con cen tra tion of 5 ng×ml–1 af -
ter 56 hours). 61 ng×ml–1 was de ter mined im me di ately
af ter 5 mg sub cu ta ne ous in jec tion. More over, its con -
cen tra tion was 37 ng×ml–1 3 h af ter rins ing of oral cav -
ity with a so lu tion con tain ing 50 mg BZ [2]. When
ap plied lo cally (i.e. in ac cor dance with rec om men da -
tions), high BZ con cen tra tions were ob served only in
tis sues around the site of lo cal ap pli ca tion, and its re -
dis tri bu tion from tis sues to blood stream was min i mal
[4, 8]. BZ con cen tra tion in se rum af ter mouth rins ing,
vag i nal ir ri ga tion or per rec tum ap pli ca tion is much
lower than af ter oral con sump tion. Some pa pers have
been pub lished con cern ing de ter mi na tion of BZ in bi -
o log i cal ma te rial by high-per for mance liq uid chro ma -
tog ra phy cou pled with fluorometric de tec tion [11, 13]
or mass spec trom e try [6, 9, 11]. The men tioned meth -
ods were only ap plied in spe cific re search on me tab o -
lism and pharmacokinetics of BZ. Un til now, no
pa pers have been pub lished eval u at ing their use ful -
ness for fo ren sic tox i col ogy. Si mul ta neous de ter mi na -
tion of BZ and meth a done (MET) by de tec tion with
mul ti ple re ac tion mon i tor ing mode was pos si ble us ing
the LC-MS-MS pro ce dure worked out by Stan ley and
Foo [12]. These com pounds are char ac ter ised by the
same trans for ma tion of the pseudomolecular ion,
i.e. tran si tion, m/z 310 ® 265, and very sim i lar re ten -
tion times (RT, which for BZ is 9.00 min, and for MET
9.17 min). This makes the use ful ness of this method
for fo ren sic pur poses de bat able be cause of a pos si ble
shift of RT ±0.2 min. In this sit u a tion, when ion
m/z 310 (Fig ure 1) oc curred dur ing a screen ing anal y -

sis of a driver’s blood sam ple by the HPLC-MS meth -
od, an ad di tional anal y sis was car ried out with the aim
of con firm ing or re ject ing the pres ence of these com -
pounds (i.e. MET and BZ). 

2. Aim of work

The main aim of the work was to val i date the
HPLC-APCI-MS tech nique ap plied in anal y sis of
com pounds act ing sim i larly to ethyl al co hol as well as
to eval u ate its use ful ness for iden ti fi ca tion and de ter -
mi na tion of BZ in blood for fo ren sic pur poses. More -
over, the tech nique was tested in prac tice dur ing
anal y sis of a blood sam ple of a driver who was sus -
pected of driv ing un der the in flu ence of a sub stance
act ing sim i larly to al co hol. 

3. Ma te ri als and methods

3.1. Case description

A driver – a 29-year-old man, 181 cm tall, 83 kg –
con sti tuted a threat on the road, as he had over taken
cars wait ing at traf fic lights and driven on a hard shoul -
der pave ment. He was stopped by the Po lice. It was ob -
served that a pas sen ger was hid ing some thing un der
a pas sen ger seat. Po lice men smelt the char ac ter is tic
smell of mar i huana dur ing the con trol. A green-brown
plant sub stance and glass “pipe” were found in a plas -
tic bag un der the pas sen ger seat. The driver was tested
us ing breatha lyser shortly af ter be ing stopped, and nei -
ther a state of drunk en ness nor a state af ter drink ing al -
co hol were as cer tained. The driver’s blood was col -
lected in two test-tubes (BD Vacutainer) at 9 pm,
i.e. ca. 4 hours af ter the in ci dent, and an anal y sis was
re quested with the aim of de ter min ing com pounds
which have a sim i lar influence on the human body to
ethyl alcohol. 

3.2. Ma te ri als

The fol low ing ma te ri als were used for cal i bra tion:
blood (other than ev i dence blood; it was free from
ethyl al co hol and sub stances hav ing a sim i lar in flu -
ence on the hu man body to ethyl al co hol), BZ and an -
hy drous ethyl ac e tate (Sigma, USA), am phet amine
D-11 and di az e pam D-5, MET (in the form of meth a -
nol so lu tions at 1 mg×ml–1 con cen tra tion, Cerilliant,
USA), meth a nol and acetonitrile at LC-MS pu rity
(Riedel-de Haën, Ger many), am mo nium formate and
for mic acid (Fluka Chemie, Ger many), am mo nium
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Fig. 1. A frag ment of a chromatogram which was dif fi cult to in -
ter pret and was the ba sis for de cid ing to per form ad di tional ana -
l y sis to dif fer en ti ate be tween (MET) and benzydamine (BZ).



car bon ate (J. T. Baker, USA) as well as deionised wa -
ter which was fil tered by ap pli ca tion of Mili-Q sys tem
(Milipore, USA).

3.3. Equip ment

A Thermo Finnigan Sur veyor liq uid chromato -
graph was used. It was equipped with a gra di ent pump
and an au to matic in jec tor cou pled with an ion trap
mass spec trom e ter LCQ Ad van tage Max (Finningan,
San Jose, USA), in which chem i cal ionisation un der
at mo spheric pres sure (APCI) in pos i tive ion mode was 
ap plied. X’calibur soft ware was used to con trol the liq -
uid chromatograph and the mass spec trom e ter, and for
data processing. 

3.4. Liq uid-liq uid extraction

25 µl of each in ter nal stan dard so lu tion (i.e. am -
phet amine D-11 and di az e pam D-5 at 10 mg×ml–1 with
the aim of ob tain ing con cen tra tions of 500 ng×ml–1)
was added to 0.5 ml of ana lysed blood. Af ter that,
0.5 ml of car bon ate buffer (pH 9) was added and the
sam ple was mixed. Ex trac tion, by shak ing with 5 ml of 
ethyl ac e tate, was per formed for 15 min utes. Next, the
sam ples were cen tri fuged at 2000 g for 10 min utes,
and the supernatant was put into test-tubes (Eppen -
dorf, 2 ml) and evap o rated to dry res i due at 45oC (in ni -
tro gen stream). The dry res i due was dis solved in 50 ml
of mo bile phase be fore anal y sis.

3.5. HPLC-APCI-MS procedure 

Chro mato graphic sep a ra tion of ex tracts was car -
ried out on a Purospher 125 ´ 3 RP-18e 5-mm col umn
with a LiChroCART 4-4 Purospher RP-18e pre-col -
umn (Merck, Ger many) with ap pli ca tion of a two-
com po nent mo bile phase, which, at the be gin ning,
con sisted of 95% phase A (25 mM so lu tion of am mo -
nium formate at pH 4.5 made by ad di tion of for mic
acid) and 5% phase B (acetonitrile) with a flow of
0.4 ml/min. Af ter 2 min utes, the pro por tions of the mo -
bile phase were changed grad u ally up to ob tain ing
100% phase B at 43 min utes. The start ing pro por tions,
i.e. 95% A and 5% B, were re stored over a 15 min ute
pe riod af ter the 45-min ute anal y sis. The whole chro -
mato graphic pro ce dure took 60 min. The in jec tion vol -
ume was 20 ml.

The op ti mal pa ram e ters of the mass spec trom e ter
were: tem per a ture of ion source = 450oC; ion is ation
gas, ni tro gen = 70 arb (ar bi trary unit of LCQ in stru -
ment); sup port gas, ni tro gen = 10 arb; cap il lary tem -
per a ture = 180oC and co rona cur rent = 5 mA. Ions in

the range from 90 to 650 amu (full scan mode) were
ana lysed dur ing quan ti ta tive anal y sis. The sig nal from
pseudomolecular ions [M+H]+ was re corded at
m/z = 310 for BZ and MET, m/z = 147 for am phet -
amine D-11 and m/z = 290 for di az e pam D-5 (Ta ble I). 

Tan dem mass spec trom e try MS-MS was used for
dis crim i na tion be tween BZ and MET. Nor mal ised col -
li sion en ergy = 45% was used, and daughter ions were
mon i tored in full scan mode in the range 85–400 amu.

TA BLE I. CHROMATOGRAPHIC PARAMETERS OF

ANALYSED ANALYTES

Analyte Re ten tion time
[min.]

Mon i tored ion
[m/z]

Benzydamine 21.20 310

Meth a done 22.56 310

Am phet amine
D-11

10.22 147

Di az e pam D-5 25.97 290

3.6. Cal i bra tion curve

A cal i bra tion curve was drawn up by ad di tion of
BZ to blank blood, i.e. blood which had been checked
to be free of ethyl al co hol and sub stances act ing sim i -
larly to ethyl al co hol. BZ was added in such amounts
that the ob tained con cen tra tions were: 10, 50, 100,
200, 500, 1000 ng×ml–1. Sam ples were ex tracted in the
way de scribed in the liq uid-liq uid ex trac tion sec tion.
A stan dard pro ce dure was used for ob tain ing of a cal i -
bra tion curve.

4. Method validation

The pro ce dure for ob tain ing a cal i bra tion curve de -
scribed above was per formed six times at 1–7 day in -
ter vals with the aim of method val i da tion. This al -
lowed method spec i fic ity to be as cer tained (Fig -
ure 2A). A very sat is fac tory limit of de tec tion (LOD)
was ob tained, which was 3 ng×ml–1 (Fig ure 2B) at
a noise to sig nal ra tio (N/S) = 4. The limit of quan ti fi -
ca tion (LOQ) was set as 10 ng×ml–1, i.e. the low est con -
cen tra tion of BZ used for the cal i bra tion curve (Fig -
ure 2C). The re cov ery level of BZ for 50 and
1000 ng×ml–1, which was cal cu lated as the ra tio of the
an a lyt i cal sig nal ob tained for a sam ple af ter blood ex -
trac tion to the sig nal ob tained for a “blank” ex tract
sam ple, to which BZ was added, was re spec tively:
85.5% (±6.2%, n = 6); and 78.8% (±1.3%; n = 6).
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Am phet amine D-11 was used as an in ter nal
stan dard, be cause the cor re la tion co ef fi cient for
this com pound was higher than for di az e pam D-5.
The lin ear ity in the whole range of BZ con cen tra -
tions, i.e. from 10 ng×ml–1 to 1000 ng×ml–1, was ac -
cept able and its pa ram e ters are pre sented in Fig -
ure 3. Fully sat is fac tory ac cu racy and pre ci sion of
BZ de ter mi na tion are pre sented in Ta ble II.

5. Re sults and discussion

The pres ence of BZ in driver’s blood was con -
firmed by the method of ad di tion of BZ and MET
to ana lysed blood (Figure 4) and by the MS-MS
method (Fig ure 5). The BZ con cen tra tion de ter -
mined in the ana lysed sam ple, by the method de -
scribed in the “Meth ods and ma te ri als” sec tion, was 
108 ng×ml–1 (Fig ure 1). 11-nor-9-carboxy-D9-tetra -
hydrocannabinol (THC-COOH) was de ter mined at
a con cen tra tion of 66 ng×ml–1 in the ana lysed blood 
by ap pli ca tion of the GC-MS method (mod i fi ca -
tion of method pro posed by Rojek and K³ys [10]).
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TA BLE II. VALIDATION PARAMETERS OF THE LC-APCI-MS METHOD USED FOR BENZYDAMINE DETERMINATION

Pro vided con cen tra tion
[ng×ml–1]

Mean found con cen tra tion
[ng×ml–1]

SD
[ng×ml–1]

Pre ci sion 
[% RSD]

Ac cu racy [%] n

10 12 1.32 11.32 116.69 6

50 45 2.91 6.39 90.97 12

100 90 4.89 5.43 90.20 6

200 199 6.94 3.50 99.32 6

500 517 26.28 5.09 103.31 6

1000 958 41.97 4.38 95.77 12

Fig. 2. A frag ment of chromatogram which pres ents re sults of
blood sam ple anal y sis: A – “blank”, B – with ad di tion of
benzydamine equal to LOD, i.e. 3 ng×ml–1, C – with ad di tion of
benzydamine equal to LOQ, i.e. 10 ng×ml–1.

Fig. 3. Cal i bra tion curve for benzydamine in the range
of con cen tra tion from 10 to 1000 ng×ml–1.



Other in tox i cants and psychotropic
spec i mens were not de tected. 

On this ba sis, it was con cluded in
the ex pert re port that the driver was
after the use of psychotropic sub -
stances (THC, mar i huana). The ac -
cused tried to ex plain in the court
that he was only a pas sive smoker.
The sec ond case (ex pert) re port pre -
pared by the au thors of this pa per
dis proved this de fence strat egy, be -
cause the con cen tra tion of THC-
COOH was higher than con cen tra -
tions that have been de ter mined
amongst per sons ex posed to mar i -
huana smoke [3]. The in flu ence of
BZ on the driver’s be hav iour was not 
taken into ac count dur ing the trial as
it was not on the list of sub stances
act ing sim i larly to ethyl al co hol or
in tox i cants and psychotropic spec i -
mens. How ever, the driver, be fore
his blood sam ple was col lected,
e.g. at the mo ment he was stopped,
could have been un der the in flu ence
of the joint ac tiv ity of BZ and THC.
This means that it is very prob a ble
that his psychomotor func tions were
dis turbed to a higher level than could 
be ascribed to the influence of THC. 

It could be con cluded, be yond
any rea son able doubt, that BZ was
con sumed for “rec re ational” pur po -
ses in the ana lysed case. It was not
pos si ble to reach a con cen tra tion of
108 ng×ml–1 of this sub stance af ter
ex ter nal ap pli ca tion, in the light of
cur rent knowl edge about ab sorp tion
and dis tri bu tion of this sub stance.
Thus, it was con firmed that there is
a le gal is sue linked with con sump -
tion of spec i mens con tain ing BZ – it
is not just a the o ret i cal prob lem, but
one that ex ists in prac tice. At the
same time, there is a lack of suit able
and clear-cut le gal reg u la tions to
coun ter act its abuse: i.e., there
should be, on the one hand, a pro hi -
bi tion of non-re stricted sale of sub -
stances con tain ing BZ and, on the
other hand, it should be in cluded on
the ap pro pri ate drug reg is ter.
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Fig. 4. Frag ments of a chromatogram pre sent ing: A – driver’s blood with ad di -
tion of 100 ng×ml–1 meth a done, B – driver’s blood with ad di tion of 100 ng×ml–1

benzydamine.

Fig. 5. A – a frag ment of an MS-MS chromatogram ob tained for driver’s blood
with ad di tion of 100 ng×ml–1 meth a done, B – mass spec trum of benzydamine,
C – mass spec trum of meth a done ob tained by the LC-APCI-MS-MS method.



6. Con clu sions

1. Spe cim ens con tai ning ben zyd ami ne are con sum ed 
with the aim of evo king sta tes si mil ar to nar cot ic
sta tes. The ref ore, the re are gro unds for te sting for
this com pou nd in drivers’ blood. 

2. The ref ore, if ion m/z = 310 occurs du ring a stan -
dard anal ysis, in the au thors’ opin ion, de term ina -
tion should be re pea ted using the MS-MS met hod
with ap plic ati on of full scan mode and the met hod
of ad dit ion of BZ and MET should also be ap plied.
This is the only way which al lows ca teg ori cal
ident ifi cat ion of these  com pounds. 

3. Anal yti cal pro ced ures pre sent ed in this pa per have
de mons trated that it is po ssib le to de term ine con -
cent rati on of BZ in blo od in acc orda nce with fo -
rens ic toxi col ogy requ irem ents. Mo reo ver, ac -
cor ding to in form ati on pu blished in scien tif ic jo -
urn als, it is po ssib le to in fer on this ba sis about
ways of ad min ist ering preparations (medications)
containing BZ.
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1. Wstêp

W la tach 70. ubieg³ego wie ku Eggers [5] wska za³ na
mo¿l iwoœæ wyst êpowania ha luc yna cji spo wod owa nych
spo ¿yc iem zwi¹zków, któ re nie s¹ uwa ¿ane po wszechn ie
za ha luc yno gen ne, a wœ ród nich wy mieni³ be nzyd aminê
(BZ, 1-ben zyl-3-[3-di met yla min opr opo ksy]-1H-in daz ol).
Pierw sze w Pol sce do nies ienie ce low ego „re krea cyjne -
go” u¿ ycia BZ do tyc zy³o 22-let niego mê¿ czyz ny, któ ry,
kie ruj¹c siê in form acj¹ zna lez ion¹ w In tern ecie, przyj¹³
500 mg tej sub stanc ji w po staci pre par atu Tan tum Rosa
u¿y wanego przez ko biety do iryg acji, cze go skut kiem
by³a trwaj¹ca 12 go dzin hi peraktywnoœæ, pod niec enie,
ha luc yna cje oraz ok. 48 go dzinne os³abien ie miêœni [1].
BZ jest sk³ad nik iem wie lu lek ów (m.in. Tan tum,  Hasco -
sept, Difflam), które s¹ po wszechn ie do stêpne bez re -
cepty (OTC – ang. over-the-co unt er). Prze znac zona jest
do sto sow ania zew nêt rzn ego. Miej scowo dzia³a³a prze -
ciwz apa lnie, prze ciwb ólo wo, znie czul aj¹co i  antysep tycz-
 nie. Do kr¹¿enia wch³ania siê w mi nim alnym stop niu.
 Przy jêta do ustn ie, czy li sprzecz nie z za lec eni ami  produ -
centa, wy kaz uje na tom iast dzia³anie po dobne do œro d -
ków po wod uj¹cych ma jac zenie (ang. de lir iants) oraz sty -
mul ant ów [1, 7]. Wed³ug in tern eto wych grup  dysku syj -
nych, po 15 mi nut ach od za ¿yc ia BZ w daw ce 500 mg po -
winny wyst¹piæ lek kie przy wid zenia i przes³yszen ia oraz
„wid mowe kszta³ty”. Jest tam tak¿e mowa o tym, ¿e przy
spo¿yciu wy¿szych da wek (si êgaj¹cych na wet 3000 mg)
po jaw iaj¹ siê ha luc yna cje wzro kowe i s³u cho we oraz do -
chod zi do up oœle dzenia funk cji mo tor yczny ch i umy -
s³owych, a „podró¿om” tym to war zysz¹ na ogó³ po w iêk-
sze nie Ÿr enic, ból w¹tro by i ne rek, od wodn ienie  orga -
nizmu i be zse nno œæ. W tym œw iet le BZ mo ¿na wiêc zal i -
czyæ do tzw. na du¿ ywa nych nie konw encj onal nych le -
ków (ang. un convent ional dru gs of abuse) lub „leków re -
krea cyjny ch”, kt óre s¹ do stêp ne bez re cepty, mimo ¿e
wy kaz uj¹ dzia³anie psy choa kty wne.

Po poda niu do ustn ym w daw ce 100 mg BZ osi¹ga
mak sym alne stê ¿en ie ~800 ng×ml–1 po 2 h, a czas jej
pó³trwa nia wy nosi ~13 h [4]. Mak sym alne stê ¿en ie BZ
we krwi mê¿ czy zn ob serw owa ne w 90 mi nuc ie po do -
ustn ym jej poda niu w daw ce 50 mg wy nosi³o 454 ng×ml–1

(zaœ wy kryw ana by³a w st ê¿en iu 5 ng×ml–1 jesz cze po
56 go dzin ach), na tychm iast po po dskór nym poda niu 5 mg
stwier dzono 61 ng×ml–1, zaœ 3 h po przep³ukan iu jamy
ust nej roz twor em za wier aj¹cym 50 mg BZ osi¹g nê³o
37 ng×ml–1 [2]. Przy za stos owa niu miej scow ym (tj.  zgod -
nym z za lec eni ami) wy sok ie st ê¿e nia BZ wy stê puj¹ je -
dyn ie w tkan kach otac zaj¹cych miej sce aplik acji, a jej
re dys trybu cja z tka nek do krwio biegu jest mi nim alna

[4, 8]. Po p³ukan iu ust, prze myw aniu po chwy i po daw a -
niu per rec tum, stê ¿enie BZ w su row icy krwi jest wiêc
wie lok rotnie mniej sze ni¿ po poda niu do ustn ym. Ist nieje
kil ka don ie sieñ na te mat oznac zania BZ w ma ter iale bio -
log icznym w oparc iu o wy sok osp rawn¹ ch rom ato grafiê
cie czow¹ w po³¹cze niu z de tekcj¹ flu orym etr yczn¹ [11,
13] lub ma sow¹ [6, 9, 11]. Wspo mniane me tody sto sow a -
ne by³y jed nak w ukier unko wan ych ba dan iach  metabo -
lizmu i far mak oki net yki BZ. Oceny ich przy datnoœæ do
anal izy tok syk olo gic znej dla cel ów s¹do wych nie  zna -
leziono. W me tod zie LC-MS-MS oprac owa nej przez
Stan leya i Foo [12] mo¿l iwe jest równ ocze sne oznac za -
nie BZ oraz me tad onu (MET) przy de tekc ji pro wad zonej
w try bie MRM (ang. mul tip le re act ion mo nit ori ng mode).
 Zwi¹zki te cha rakt ery zuje bo wiem ident yczna  trans -
formacja jonu pseu dom ole kul arn ego (ang. tran sit ion,
m/z 310 ® 265) oraz znacz nie zbli¿ ony czas re tenc ji (RT, 
 któ ry dla BZ wy nosi 9,00 min, a dla MET 9,17 min), co
czy ni dys kus yjn¹ prz yda tnoœæ tej me tody dla po trzeb
s¹do wych ze wz glêdu na mo ¿liwy dryft RT = ±0,2 min.
W tej sy tua cji, gdy w trak cie prze siew owej anal izy me -
tod¹ HPLC-MS krwi kie rowcy po jawi³ siê sy gna³ jonu
m/z 310 (ry cina 1), po d jê to dzia³ania zmie rzaj¹ce do po -
twierd zenia lub  wyklu czenia ob ecnoœci obu tych sub -
stanc ji (tj. MET i BZ).

2. Cel pra cy

G³ów nym ce lem pra cy by³a wa lid acja tech niki HPLC-
APCI-MS sto sow anej w anal izie zwi¹zków dzia³aj¹cych
po dobn ie do al koh olu, a po nadto ocena jej przy datnoœci
do ident yfi kac ji i oznac zania BZ we krwi dla po trzeb
s¹do wych oraz spraw dzen ie jej w prak tyce do zba dan ia
kon kretn ej pró bki krwi po bran ej od uczestn ika ru chu
dro gow ego po dejr zane go o kie row anie po jazd em pod
wp³ywem œr odka dzia³aj¹cego po dobn ie do al koh olu.

3. Opis przy padku, ma ter ia³y, apar atu ra
i me tody

3.1. Opis przy padku

Kie rowca, o któ rym mowa wy¿ ej (mê¿ czyz na lat 29,
wzrost 181 cm, waga 83 kg), spo wod owa³ zag ro¿ enie
w ru chu dro gow ym, gdy¿ omin¹³ oczek uj¹ce na œw iat -
³ach po jazdy i prze jec ha³ po wierzchni¹ wy³¹czon¹ z ru -
chu dro gow ego. Zo sta³ wiêc za trzym any przez policjê.
Zaob- ser wow ano przy tym, ¿e pa sa¿ er sa moc hodu cho -
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wa³ coœ pod sie dzen iem pas a¿era. Pod czas kon troli  poli -
cjanci wy czu li woñ cha rakt ery sty czn¹ dla pa lon ej ma ri-
 huany, a pod sie dzen iem pas a¿era (w wo reczku  folio -
wym) zna lez iono sub sta ncjê roœ linn¹ ko loru zie lono-bru -
natn ego oraz szklan¹ „lufkê”. Wkrótce po za trzym aniu
ki erowcê prze bad ano za po moc¹ elekt roni cznego urz¹-
 dze nia kon trol no-po miar owe go i wy kluc zono nie tyl ko
stan nie trzeŸwoœci, ale rów nie¿ stan po u¿y ciu al koh olu.
O go dzin ie 21.00 (tj. ok. 4 go dziny po zda rzen iu) od kie -
rowcy po brano krew do dw óch fio lek (BD Va cut ain er)
i zle cono jej ba dan ie pod k¹tem ob ecn oœci w niej „œro d -
ków dzia ³aj¹cych po dobn ie do al koh olu (na rko tyk ów)”.

3.2. Ma ter ia³

Ma ter ia³ s³u¿¹cy do wy kon ania ka lib racji sta nowi³y:
krew (inna ni¿ do wod owa, prze bad ana i wol na od etan olu 
oraz œrod ków po dobn ie do nie go dzia³aj¹cych), BZ i bez -
wodny octan etylu (Sig ma, Sta ny Zjed noc zone), am fet a -
mi na D-11 i dia zep am D-5 oraz MET (w po staci roz -
tw orów me tan olo wych w st ê¿e niu 1 mg×ml–1, Ce rill iant,
Sta ny Zjed noc zone), a po nadto me tan ol i acet oni tryl
o czys toœ ci LC-MS (Rie del-de Haën, Niem cy), mrów -
czan amonu i kwas mrów kowy (Flu ka Che mie, Niem cy),
wêgl an amonu (J. T. Ba ker, Sta ny Zjed noc zone) oraz wo -
da de jon izo wana fil trow ana przy u¿y ciu Mili-Q sys tem
(Mi lip ore, Sta ny Zjed noc zone).

3.3. Apar atu ra

U¿yto chro mat ogr afu cie czow ego Ther mo Fin ning an
Su rveyor wy posa¿ onego w po mpê gra dient ow¹ i au tom a -
ty czny do zown ik sp rzê¿ ony ze spek trom etr em mas typu
pu³apka jo nowa LCQ Ad vant age Max (Fin ning an, San
Jose, Sta ny Zjed noc zone), w któr ym za stos owa no che -
miczn¹ jon izacjê pod ciœ nieniem at mosf ery cznym
(APCI) w try bie jon ów do datn ich. Chro mat ogr af cie -
czowy i spek trom etr ma sowy pra cowa³y przy tym pod
kon trol¹ pro gramu X’ cal ibur, kt óry wy kor zyst ano  rów -
nie¿ do ob rób ki da nych.

3.4. Pro ced ura eks trakc ji ciecz-ciecz

Do 0,5 ml krwi do daw ano po 25 ml roz tworu sta ndar -
dów wew nêtr znych (tj. am fet ami ny D-11 oraz dia zep amu 
D-5 w stê ¿en iach 10 mg×ml–1 dla osi¹gni êcia stê ¿eñ wy -
nosz¹cych 500 ng×ml–1), a na stêpnie 0,5 ml bu foru wê gla -
nowego (pH = 9) i mie szano. Eks trakc ja (przez wytrz¹- 
sa nie z 5 ml octa nu etylu) trwa³a 15 mi nut. Na stêpnie
 próbki wi row ano przy 2000 g przez 10 mi nut, po czym
su pern ata nt prze nos zono do prob ówek (typu Eppen dorf,
2 ml) i od par owy wano do su cha w tem per atu rze 45oC
(w stru mien iu azotu). Przed oznac zeni em such¹ po zos -
ta³oœæ roz puszc zano w 50 ml fazy ru chom ej.

3.5 Pro ced ura chro mat ogr afic zna HPLC-APCI-MS

Roz dzia³ chro mat ogr afic zny ekst rak tów prze prow a -
dz ono na ko lumn ie Pu ros pher 125 ´ 3 RP-18e 5-mm
z pre kol umn¹ Li ChroC ART 4-4 Pu ros pher RP-18e (Merck,
Niem cy) z za stos owa niem dwusk³ad nik owej fazy ru cho -
m ej sk³adaj¹cej siê pocz¹tkowo z 95% fazy A (25 mM
rozt wór mrów czanu amonu o pH 4,5 ustal onym przez do -
dat ek kwa su mró wkowego) i 5% fazy B (acet oni tryl)
o przep³ywie 0,4 ml/min. Po 2 min pro porc je fazy ru -
chom ej zmie nia³y siê stop niowo do osi¹gniê cia w 43 min
100% fazy B. Stan wyjœ ciowy, tj. 95% A i 5% B, przy -
wrac ano stop niowo póŸn iej od 45 min przez 15 min. Ca³a
pro ced ura chro mat ogr afic zna trwa³a wiêc 60 min. Objê -
toœæ na strzyku ek strakt ów wy nosi³a 20 ml.

Opty maln ymi pa ram etr ami dla pra cy spek trom etru
ma sow ego by³y: tem per atu ra Ÿród³a jon ów – 450oC; gaz
jo niz uj¹cy –  azot, 70 arb (ar bit rary unit of LCQ in strum -
ent); gaz po mocn iczy –  azot, 10 arb; tem per atu ra ka pil a -
ry – 180oC oraz pr¹d ko rony – 5 mA. Do anal izy iloœ -
cio wej za stos owa no op cjê mo nit oro wan ia jo nów w za -
kres ie 90–650 amu (full scan mode). Sy gna³ po chodz¹cy
od po zorn ych jo nów mo lek ula rnych [M+H]+ re jes trowa -
no przy wa rto œciach m/z = 310 dla BZ i MET, m/z = 147
dla am fet ami ny D-11 oraz m/z = 290 dla dia zep amu D-5
(ta bela I). 

Sp ekt rometriê mas MS-MS wy kor zyst ano dla ró ¿ni -
co wan ia BZ od MET. Za stos owa no przy tym  znorma -
lizowan¹ en ergiê ko liz ji = 45%, zaœ jony po tomne  mo -
nitorowano w try bie pe³nego ska now ania w za kres ie
 85– 400 amu (full scan).

3.6. Krzy wa ka lib racy jna

Krzyw¹ ka lib racy jn¹ sporz¹dzo no przez do daw anie
BZ do prze bad anej wcze œni ej (pod k¹tem etan olu i œrod -
ków po dobn ie dzia³aj¹cych) krwi wzor cow ej („blank”),
w ta kiej il oœci, aby otrzym ane stê¿en ia wy nosi³y: 10, 50,
100, 200, 500, 1000 ng×ml–1. Pr óbki eks trah owa no w spo -
sób przed staw iony w pro ced urze. Krzyw¹ ka lib racy jn¹
utwor zono w sposób stan dard owy.

4. Wa lid acja me tody

W tym celu w od stê pach 1–7 dni prze prow adz ono
szeœ ciok rot nie opis an¹ wy¿ej kali bracjê w pe³nym za -
kres ie. Wy kaz ano w ten sp osób sp ecy fic znoœæ me tody
(ry cina 2A). Osi¹gn iêto bar dzo dobr¹ gra nicê de tekc ji
(LOD), kt óra przy sto sunku szu mu do sy gna³u (N/S) = 4
wy nosi³a 3 ng×ml–1 (ry cina 2B). Za li mit oz naczalnoœci
(LOQ) pr zyjêto 10 ng×ml–1, tj. naj mniejs ze stê ¿enie BZ
u¿y te dla krzy wej ka lib racy jnej (ry cina 2C). Wi elk oœæ
od zys ku BZ dla 50 i 1000 ng×ml–1, któr¹ kal kul owa no
jako sto sun ek sy gna³u anal itu uzys kane go z prób ki po
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eks trakc ji krwi do sy gna³u uzys kane go z prób ki eks traktu 
„blank”, do którego do daw ano BZ, wy nosi³a  odpo wied -
nio: 85.5% (±6.2%, n = 6); i 78.8% (±1.3%; n = 6).

Jako stan dard wewn êtrzny za stos owa no am feta minê
D-11, po niew a¿ w jej przy padku uzys kany wspó³czyn nik 
ko rel acji by³ wy ¿szy ni¿ dla dia zep amu D-5. Stwier dzono 
liniow oœæ uzys kanej krzy wej ka lib racy jnej w ca³ym za -
kres ie st ê¿eñ BZ (tj. od 10 ng×ml–1 do 1000 ng×ml–1), kt ó -
rej pa ram etry przed staw ia ry cina 3. W pe³ni zado wala-
j¹c¹ dok³ad noœæ i pr ecy zjê oz nac zeñ BZ za wiera zaœ ta -
bela II.

5. Om ówi enie wy nik ów ba dañ i dys kus ja

Obe cnoœæ BZ we krwi kie rowcy po twierd zono me -
tod¹ do datku wz orców BZ i MET do ba dan ej krwi (ry -
cina 4) oraz me tod¹ MS-MS (ry cina 5). St ê¿e nie BZ w tej
pr óbce oznac zone w sposób opis any w roz dziale 4 tej
pra cy wy nosi³o 108 ng×ml–1 (ry cina 1). W ba dan ej krwi
stwier dzono równie¿ obecno œæ (zmo dyf iko wan¹ me tod¹
GC-MS wed³ug Ro jek i K³ys [10]) 11-nor-9-kar boksy -
del ta-9-te trah ydr okan nabi nolu (THC-COOH) w st ê¿en iu 
66 ng×ml–1. Nie stwier dzono na tom iast in nych œr odków
odu rzaj¹cych i psy chot ropo wych.

Na tej pod staw ie w opin ii przy jêto, ¿e kie rowca znaj -
dowa³ siê w sta nie po u¿y ciu sub stanc ji psy chot ropo wej
(THC, ma rih uany). Os kar ¿ony przed s¹dem próbowa³ to
t³umaczyæ, utrzym uj¹c, ¿e by³ je dyn ie bier nym pa lac zem, 
ale dru ga opin ia auto rów ni niejs zej pra cy tê lin iê obrony
oba li³a, pon iewa¿ stê ¿enie THC-COOH by³o wy¿ sze od
tych, któ re stwier dzano u osób eks pon owa nych na dym
z ma rih uany [3]. W trak cie pro cesu pom ini êto na tom iast
od dzia³ywan ie BZ na or gan izm kie rowcy, gdy¿ nie znaj -
duje siê ona w wy kaz ie œr odk ów dzia³aj¹cych po dobn ie
do al koh olu oraz œr odk ów odu rzaj¹cych i sub stanc ji psy -
chot ropo wych. Tym czas em kie rowca, przed po bran iem
pr óby krwi np. w chwi li za trzym ania, móg³ zn ajdow aæ siê 
pod sko jar zonym dzia³aniem BZ i THC, w zwi¹zku
z czym praw dop odo bne jest, i¿ jego funk cje psy chom oto -
ryc zne by³y za bur zone w stop niu wy¿s zym od tego, ja kie
pr zypisaæ na le¿a³oby wy³¹cznie dzia³aniu THC. 

Nie ulega po nadto w¹tp liwo œci to, ¿e w omaw ianym
przy padku BZ zo sta³a za stos owa na do ustn ie w ce lach
„re krea cyjny ch”. W œw ietle wie dzy na te mat wch³anian ia 
i dys tryb ucji tej sub stanc ji wy kluc zone by³o bo wiem
osi¹gn iêcie stwier dzon ego stê¿en ia (108 ng×ml–1) po
aplik acji zewnê trz nej. Po twierd zono za tem, ¿e nie tyl ko
teo ret ycznie, ale rów nie¿ w prak tyce ist nieje pro blem
praw ny zwi¹zany z do ustn ym przyj mow anym prepa rat -
ów za wier aj¹cych BZ, do prze ciwd zia³ania któr emu brak
w³aœci wych, jed noz naczny ch prz epi sów praw nych, tj.
z jed nej stro ny znie sien ie wol nej spr zeda¿y pre paratów
za wier aj¹cych BZ, a z dru giej wpi san ie jej do od pow -
iedni ego wy kazu le ków.

6. Wnio ski

1. Pre par aty za wier aj¹ce be nzyd aminê s¹ u¿ ywane do -
ustn ie w celu wywo³ania st anów zb li¿o nych do nar -
kot yczny ch. Ist nieje za tem uzas adni ona pod stawa do
mo nit oro wan ia we krwi ki ero wców ta k¿e tego
zwi¹zku che miczn ego. 

2. W zwi¹zku z pow y¿szym, je¿ eli w trak cie ru tyn owej
anal izy po jawi siê jon m/z = 310, to zda niem aut orów
ni niejs zej pra cy oznac zenie nale¿y powtó rzyæ z wy -
kor zyst aniem me tody MS-MS ze ska now ani em
pe³nego za kresu jo nów po tomn ych (full scan) oraz
me tody do datku wzor ca BZ i MET, gdy¿ tyl ko w ten
spo sób mo¿ na jed noz nacznie zid ent yfikow aæ oba te
zwi¹zki.

3. Pro ced ury anal ity czne przed staw ione w tej pra cy
wyj aœniaj¹ zaœ, ¿e mo¿ liwe jest zgod ne z wy mag ani -
ami tok syk olo gii s¹do wej oznac zanie stê¿e nia BZ we
krwi, a z przegl¹du piœmiennictwa wy nika, ¿e mo ¿na
na tej pod staw ie wni osko waæ odn oœnie do spo sobu
za aplik owa nia pre par atu zwie raj¹cego BZ.     
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