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Abstract

The paper presents the modification of a routine gas chromatographic method used for the determination of narcotic drugs and
psychotropic substances, and the selection of optimal conditions for their analysis using fast gas chromatography (fast GC). Col-
umn resolution was increased by changing the temperature gradient in the oven temperature program of the fast GC method, and
the speed gain was estimated. Limits of detection (LODs) were determined for amphetamine and its derivatives (MA, EP, MDA,
MDMA, MDEA, MBDB, DMA, TMA-2, 2C-B, 2C-H) and ketamine, based on the signal to noise ratio (S/N = 3). The LODs in
the fast GC method were considerably lower (0.02—6 mg/ml) than in the routine method (1-75 mg/ml). The results of repeatabil-
ity studies of the fast GC method, based on relative standard deviations of retention time, peak width at half height and peak area
of the analysed substances, were presented. The differences in retention times of the analysed substances in subsequent replica-
tions were negligible (%RSD < 0.01-0.11), and therefore, also taking into account its high sensitivity and resolution, the devel-

oped method can be used in routine qualitative analysis of narcotic drugs and psychotropic substances.
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1. Introduction

The main reason for interest in fast gas chromatog-
raphy (fast GC) is the wish to reduce costs and shorten
the analysis time required to achieve results. Another
reason is the desire to increase laboratory efficiency
and to make better use of costly equipment by increas-
ing the number of analysed samples [1]. The idea be-
hind fast chromatography is to shorten analysis time,
while maintaining defined resolution. The peak widths
obtained using fast GC are lower than in ordinary gas
chromatography. By maintaining good resolution of
the peaks, a better signal to noise ratio is achieved,
which contributes to better detection limits of the ana-
lysed substances [16]. A simplified equation, by which

the retention time (zz) of the analysed substances and
the main factors affecting the speed of GC analysis can
be estimated, is presented in Figure 1 [9].

Shortening the column length (L) generally leads to
shorter analysis time. On the other hand, the resolution
ofthe peaks (Rjs) is reduced at the same time. Retention
time (tz) is proportional to the retention factor (k). To
reduce its value, faster temperature changes (A7) in the
temperature program, reduction of the stationary phase
film thickness (d)) or a change of stationary phase (to
obtain better selectivity) can be applied. However, the
application of thinner films of the stationary phase
causes a reduction of sample capacity (Qy). The diame-
ter of the column (dc¢) to a large extent determines its
efficiency (H). The column efficiency increases with
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Fig. 1. Basic simplified equation for the determination of the
retention time (zg) in gas chromatography, and factors influ-
encing the analysis time: L — length of the column, d. — the
column diameter, d; — the thickness of the stationary phase,
u — the average linear flow rate of the carrier gas, H — height
equivalent to a theoretical plate, & — retention coefficient,
R, — the peak resolution, Q; — sample capacity.

reduction of its diameter. However, reducing of the
column diameter is only justified up to a certain limit.
After crossing this limit, there are technical problems
with the pressure at the column inlet required to
achieve the optimum carrier gas flow rate (u,,,) [1].

Reducing the column diameter or the stationary
phase film thickness causes a decrease in the maxi-
mum sample size that can be injected into a column
without losing its ability to separate analytes (Q;).
Thus, it is necessary to operate with extremely small
concentrations and this may lead to reduction of the
method sensitivity. Increasing the carrier gas flow rate
(u) significantly shortens the retention time of ana-
lysed substances (¢z). The choice of carrier gas is the
primary factor influencing the analysis speed. The best
separation of components is obtained at an optimum
carrier gas flow rate (u,, ). Hydrogen is the best carrier
gas for fast chromatographic analysis, because the in-
crease in linear flow rate of this carrier gas above the
optimum (u,,,) does not reduce the column efficiency
significantly [14]. A disadvantage associated with the
use of hydrogen is its explosiveness, which limits its
application in analyses utilising mass spectrometers
requiring a vacuum for their use. Helium is another gas
used widely in fast gas chromatography.

If one increases the speed of separation in the GC
method, one can lose resolution and sample capacity.
Figure 2 shows the optimisation triangle of compro-
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Fig. 2. Triangle of chromatographic method optimisation [2].

mise [2]. Vertices of the triangle represent the maxima
of each of the three dependent variables and the min-
ima of the two others. Each chromatographic separa-
tion by the GC method requires the optimisation of
a combination of these three variables, depending on
the intended objectives and imposed analytical re-
quirements.

Fast gas chromatographic methods can either be
created from scratch, on the basis of theoretical foun-
dations, or, if a method that is currently being used
meets all the analytical requirements with the excep-
tion of analysis speed, it can easily be transformed into
a fast gas chromatographic method, e.g. by using
a piece of software available on the homepage of
Agilent Technologies [17]. The pressure of carrier gas
at the column inlet, the carrier gas flow rate and the
oven temperature program can be calculated for all
column sizes and types of carrier gas. As a result of this
transformation, the retention times of respective peaks
in the fast GC method are reduced proportionally to
the G value, which is called the speed gain. The soft-
ware has two options for method conversion: 1 — opti-
mising the speed of analysis (called fast analysis, FA),
at which the speed gain is the highest, and 2 — opti-
mising the quality of separation (called best efficien-
cy, BE). The speed gain in the second option is equal
to half the size obtained with the FA option (time of
analysis is two times longer). Both transformed meth-
ods have an important feature — the elution order of the
analysed substances is the same [3].

Fast gas chromatographic methods are widely used
in analytical chemistry, e.g. for the determination of
pesticides in food [6, 10, 15] and in water [13], for the
determination of volatile components in alcoholic bev-
erages [7], lipids in food products [12], drugs, medi-
cines and steroids in biological material [1, 4, 8, 11,
14] and solvents [5].

Each year the number of cases submitted to the In-
stitute of Forensic Research is higher, and thus the
number of analysed samples is increasing too. There-
fore, an attempt was made to develop a fast gas chro-
matographic method which could be used for routine
qualitative analysis of narcotic drugs and psychotropic
substances.
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2. Material and methods

In the study, 11 standard solutions were used. Stan-
dards of amphetamine (AM), methamphetamine (MA),
ephedrine (EP), 3,4-methylendioxyamphetamine (MDA),
3,4-methylenedioxymethamphetamine ~ (MDMA),
3,4-methylenedioxyethylamphetamine (MDEA),
N-methyl-1-(3, 4-methylenedioxyphenyl)butan-2-ami-
ne (MBDB) and ketamine were purchased from Lipo-
med (Switzerland). 2,5-dimethoxyamphetamine (DMA),
2,4,5-trimethoxyamphetamine (TMA-2), 2,5-dimeth-
oxy-4-bromoamphetamine (2C-B) and 2,5-dimeth-
oxyphenethylamine (2C-H) were synthesised at the
Department of Chemistry of the Jagiellonian Univer-
sity. Methanol was bought from Merck (Darmstadt,
Germany) and was analytical purity grade.

The study was performed using two HP 6890 N GC
Series System gas chromatographs coupled to 5973
Network Mass Selective Detector mass spectrometers
being quadruple analysers, manufactured by Agilent
(United States). In the routine GC method, used com-
monly in the laboratory, separation was performed on
an HP-5MS column (30 m x 0.25 mm x 0.25 um),
while a DB-5 column (10 m x 0.10 mm x 0.17 pum) was
applied in the fast GC method. The chromatographs
were equipped with split/splitless injectors maintained
at 280°C. Samples of 1 ul were injected automatically
in the splitless system. In both cases, helium was used
as a carrier gas. The mass detector was operated in the
electron ionisation (EI) mode and the electron beam
energy was 70 eV. Positive ions were analysed. The
entire range of masses, from 29 to 450 m/z, was col-
lected.

3. Results and discussion

The parameters of the fast gas chromatographic
method were established by translation of the condi-
tions of the routine qualitative method for the analysis
of psychoactive substances and narcotic drugs in pow-
ders and tablets, using software for method translation
manufactured by Agilent Technologies. The option
providing the best column efficiency (BE) was applied
(Table I).

The temperature program in both methods con-
sisted of three segments. In the routine method, the ini-
tial oven temperature was 75°C and was maintained
for 1 min, then it was increased linearly at a rate of
25°C/min to 275°C, at which it was maintained for
11 min. The total analysis time was 20.00 min. After
translation to the fast GC method, the initial tempera-
ture (75°C) was maintained for 0.5 min, then it was in-
creased linearly at a rate of 48°C/min to 275°C, and
was held for 5.8 min. The total analysis time was
10.47 min.

The results of chromatographic analysis of a mix-
ture containing amphetamine and its 9 derivatives
(MA, EP, MDA, MDMA, MDEA, MBDB, DMA,
TMA-2, 2C-B, 2C-H) and ketamine, at a concentration
of 50 mg/ml in methanol, is presented on Figure 3.
Chromatogram 1a presents the result of analysis by the
routine GC method used commonly at the Institute of
Forensic Research for the analysis of psychotropic
substances and narcotic drugs. The result of chromato-
graphic separation of the mixture using the fast GC
method can be seen in chromatogram 1b.

When analysing these chromatograms, it can be
concluded that the shortening of analysis time does not
negatively affect the resolution. The peaks obtained in

TABLE I. COMPARISON OF ANALYTICAL CONDITIONS IN THE ORIGINAL AND TRANSLATED METHOD (FAST GC)

Column & carrier gas

Translated method

Original method

Column Length [m] 30.00 10.00
Internal diameter [um)] 250.0 100.0
Film thickness [pm] 0.25 0.170
Phase ratio 2502 147 1
Carrier gas Helium Helium
Head pressure [psi] 9.596 40.235
Flow rate [ml/min] 1.024 0.400
Average velocity [cm/s] 37.00 40.05
Hold-up time [min] 1.351 0.416
Oven temperature  Initial temperature 75°C (1 min) 75°C (0.5 min)
program Ramp rate 25°C/min 48°C/min

Final temperature

275°C (11 min)

275°C (5.8 min)
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TABLE II. PEAK RESOLUTION (Rs) DEPENDING ON TEMPERATURE GRADIENT (A7)

Method T, [°C] AT [°C/min] Ry s Rs 6 Re,7 tg [min]
1 75 47 1.57 1.96 451 10.47
11 100 47 1.57 2.71 4.83 9.94

111 100 40 1.82 2.35 4.24 10.66
v 100 30 2.35 3.50 4.94 12.11
\% 100 20 3.06 3.30 5.49 15.03
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Fig. 3. Chromatogram of a mixture composed of 11 sub-
stances, obtained by: a) ordinary GC and b) fast GC, con-
verted using translation software. Peaks identification:
1 — amphetamine, 2 — methamphetamine, 3 — ephedrine,
4 - MDMA, 5 - 2C-H, 6 - DMA, 7 — MDEA, 8 - MBDB,
9—-TMA-2, 10 —2C-B, 11 —ketamine. The concentration of
substances was 50 mg/ml.

the fast GC method were very narrow, indicating
a possible higher resolution of this method compared
to the ordinary gas chromatography used in routine
analysis.

The next step of method development was an attempt
to improve the separation of 4 mixture components,
whose retention times were in the range 3.6-3.8 min
(4 —MDMA, 5 -2C-H, 6 - DMA 7 — MDEA). Since

the initial choice of the column and the carrier gas de-
termines the fixed values of column parameters, its
resolution can be improved only by selection of a suit-
able oven temperature program. Therefore, the rate of
temperature increase (A7), from the initial temperature
(To) to the final temperature (275°C), was changed.
Initial column temperature was also increased from
75°C to 100°C. Table II presents the peak resolution
(Ry) values for these four substances calculated for dif-
ferent temperature gradients (AT).

Peak resolution (Rs) was calculated using the width
at half height of the peak based on the formula [16]:

d

R =1177T——-—,
Wi T Wy,

where: d — distance between peaks maxima, w;, — the
width at half height of the peak.

It was found on the basis of Rg values analysis that
the separation of these four components was satisfac-
tory in all cases. The R values indicated that the peaks
were separated even to the baseline, since the Rg were
higher than 1.5. Method IV (see Table II), in which the
temperature gradient (AT) was 30°C and the total anal-
ysis time (g) was 12.11 min, was chosen as the fast GC
method to be used in further routine analysis of nar-
cotic drugs and psychotropic substances. An increase
in column resolution was intended to allow analysis of
a higher number of compounds. Method V was re-
jected, because of the excessive analysis time.

The analysis of selected standards was performed
under the conditions defined in method IV, and their
retention times were compared with the values which
were obtained using the routine method used for their
analysis (see Table III).

The parameter known as the speed gain — G, ex-
pressed as the ratio of the retention time in the fast GC
method to the retention time in the ordinary GC
method, is also presented in Table III. As can be seen,
the retention times for amphetamine and methamphet-
amine in the fast GC method are half as long as those in
the routine one (G~2.0). The experimentally deter-
mined G value for these two substances is similar to

Problems of Forensic Sciences 2009, vol. LXXIX, 303-313
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TABLE III. COMPARISON OF RETENTION TIMES (#z) FOR ROUTINE AND FAST GAS CHROMATOGRAPHIC
METHODS, AND CALCULATED SPEED GAIN

Substance tg [min] tg [min] Speed gain (G)
Routine GC Fast GC
Amphetamine 4.284 2.063 2.08
Methamphetamine 4.636 2.321 1.99
Ephedrine 5.758 3.193 1.80
MDMA 6.595 3.878 1.70
2C-H 6.653 3.949 1.68
DMA 6.714 3.999 1.68
MDEA 6.824 4.097 1.67
MBDB 7.038 4.264 1.65
TMA-2 7.513 4.665 1.61
2C-B 7.913 4.995 1.58
Ketamine 8.212 5.206 1.58

TABLE IV. COMPARISON OF LIMITS OF DETECTION (LODs) FOR ORDINARY AND FAST GAS CHROMATOGRAPHY

No. Substance LOD [pg/ml]
Ordinary GC Fast GC
1 Amphetamine 20.0 0.50
2 Methamphetamine 10.0 0.25
3 Ephedrine 20.0 1.25
4 MDMA 10.0 1.25
5 2C-H 20.0 1.00
6 DMA 50.0 3.50
7 MDEA 5.0 0.50
8 MBDB 1.0 0.02
9 TMA-2 50.0 1.50
10 2C-B 75.0 6.00
11 Ketamine 5.0 0.40

TABLE V. REPEATABILITY OF FAST GAS CHROMATOGRAPHIC METHOD, EXPRESSED AS RELATIVE STANDARD
DEVIATION (IN PERCENT, RSD%) FOR THE RETENTION TIME (), PEAK WIDTH AT HALF HEIGHT (wqs)

AND PEAK AREA (Pp) FOR THE COMPONENTS OF THE MIXTURE AT A CONCENTRATION OF 50 pg/ml

No. Substance %RSD ty %RSD wy 5 %RSD P,
1 Amphetamine <0.01 9.1 5.6
2 Methamphetamine <0.01 9.1 5.8
3 Ephedrine 0.11 8.6 3.9
4 MDMA 0.12 9.5 4.6
5 2C-H 0.15 10.1 11.5
6 DMA 0.14 13.6 12.6
7 MDEA 0.06 11.7 12.2
8 MBDB 0.05 8.6 5.7
9 TMA-2 0.08 8.6 6.1
10 2C-B 0.04 9.4 9.0
11 Ketamine <0.01 8.6 4.3
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the value generated by the method translation software
(G ~1.9). In the case of other substances, the ratio de-
creases to a value of G~1.6. This trend may result
partly from the interaction between substances with
similar retention times. When analysing the retention
times of the tested substances, the conclusion can be
drawn that the fast GC method is very useful for in-
creasing laboratory efficiency, by reducing the analy-
sis time without loss of resolution.

The limits of detection (LODs) were then deter-
mined for the 11 tested substances in both methods,
based on the signal to noise ratio (S/N = 3). As men-
tioned earlier, fast GC methods which utilise columns
with smaller internal diameter require reduction of the
sample amount subjected to analysis. Otherwise, it
could cause column overloading leading to peak dis-
tortion resulting from the injection of excessive
amounts of analysed components onto smaller quanti-
ties of the stationary phase. One might suppose that the
injection of smaller amounts of a sample onto the col-
umn would decrease the sensitivity (i.e. increase the
values of limit of detection), because a smaller quan-
tity of a substance is detected. However, this is offset
by the fact that narrower peaks are obtained when
analysis is performed on columns with small internal
diameter, and hence the signal to noise ratio is higher.
The values of LOD determined for ordinary and fast
gas chromatography are presented in Table I'V.

The LODs were significantly lower in fast GC
(0.02-6 mg/ml) than in the routine method
(1-75 mg/ml). The obtained results allow the conclu-
sion that the detectibility of the analytes by the fast GC
method is better.

The next step was to check the repeatability of the
fast gas chromatographic method. To this end, a mix-
ture of 11 substances at a concentration of 50 mg/ml
was analysed chromatographically in 6 replicates. Ta-
ble V presents the values (expressed as a percentage)
of the relative standard deviation (%RSD) concerning
the retention time of the analysed substances (#z), the
peak width at half height (wy s), and the area of respec-
tive peaks (P,). The values of the signal-to-average
level of background noise (S/N) for the tested sub-
stances at a concentration of 50 mg/ml are also given.

When analysing the presented values, it can be
stated that the retention times of analysed substances
were reproducible (%RSD ¢z was very small, equals to
or less than 0.15%). The %RSD wy s varied in the range
8.6% to 13.6%, whereas %RSD P, was within the
3.9%—-12.6% range. The highest values of wys and
%RSD P,, over 10%, were obtained for 2C-H, DMA
and MDEA [5, 6, 7], which most likely resulted from
co-elution of these substances from the chromato-

graphic column, due to similar retention times. In con-
trast, a relatively high relative standard deviation of
2C-B peak area [10] may result from partial decompo-
sition of this compound in the analytical conditions.
The application of an internal standard would increase
the measurement precision, thereby enabling use of
the fast GC method for quantitative analysis.

4. Conclusions

It was ascertained in the study that the developed
fast gas chromatographic method can be widely used
in forensic laboratories. The shortening of analysis
time does not negatively affect the resolution. The
shapes of peaks corresponding to particular compo-
nents of the mixture are symmetrical, and the peaks are
well separated. The peak widths of the analysed sub-
stances in fast GC are much narrower than in ordinary
GC, and thus, the signal to noise (S/N) ratio in fast gas
chromatography is higher, which favours better
detectibility of the substances. The repeatability of the
presented fast gas chromatographic method allows its
use for qualitative analysis.
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ZASTOSOWANIE SZYBKIEJ CHROMATOGRAFII GAZOWEJ
W RUTYNOWEJ ANALIZIE SRODKOW ODURZAJACYCH

I SUBSTANCJI PSYCHOTROPOWYCH

1. Wstep

Gloéwnym powodem zainteresowania technika szyb-
kiej chromatografii gazowej (szybka GC, ang. fast gas
chromatography — fast GC) jest ch¢¢ redukeji kosztow
analizy oraz skrdcenie czasu wymaganego do osiagnigcia
jej rezultatéw. Innym powodem jest zamiar zwigkszenia
wydajnosci laboratorium oraz lepsze wykorzystanie
kosztownego sprzetu poprzez zwigkszenie liczby anali-
zowanych probek [1]. Idea szybkiej chromatografii po-
lega na skroceniu czasu analizy przy zachowaniu
zatozonej rozdzielczoséci. Szerokosci pikow otrzymane
przy uzyciu szybkiej GC sa mniejsze niz przy uzyciu
zwyktej chromatografii gazowej. Przy zachowaniu do-
brej rozdzielczosci pikow uzyskuje sig lepszy stosunek
wielkosci sygnalu do szuméw, co sprzyja uzyskiwaniu
lepszych wykrywalnosci chromatografowanych sub-
stancji [16]. Na rycinie 1 przedstawiono uproszczone
réwnanie, na podstawie ktdérego mozna oszacowac czas
retencji  (fz) chromatografowanych substancji oraz
gtéwne czynniki, ktére maja wplyw na szybko$¢ analizy
metoda GC [9].

Skrocenie dlugosci kolumny (L) generalnie prowadzi
do skrdcenia czasu analizy. Z drugiej jednak strony zmniej-
sza si¢ jednoczesnie rozdzielczos¢ pikow (Rs). Czas re-
tencji (#z) jest proporcjonalny do wspoétczynnika reten-
cji (k). Aby zmniejszy¢ jego warto$é, mozna stosowaé
szybsze zmiany temperatur (A7) w programach tempera-
turowych rozdziatu, zmniejszy¢ grubo$¢ filmu fazy sta-
cjonarnej (dy) lub zmieni¢ fazg stacjonarng (by uzyskaé
lepsza selektywnosc¢). Jednak stosowanie zbyt cienkich
filméw fazy stacjonarnej powoduje obnizenie maksy-
malnej wielkosci probek (Q;). Srednica kolumny (d.)
w znacznym stopniu decyduje o jej sprawnosci (H).
Sprawno$¢ kolumny zwigksza si¢ wraz ze zmniejszeniem
si¢ jej $srednicy. Jednak zmniejszanie $rednicy kolumny
jest celowe do pewnej granicy, poniewaz po jej przekro-
czeniu wystgpuja klopoty techniczne z wymaganym
wzrostem ci$nienia na wlocie kolumny w celu osiagnig-
cia optymalnego przeptywu gazu nosnego (u,,) [1].
Zmniejszenie $rednicy kolumny, podobnie jak zmniej-
szenie grubosci filmu fazy stacjonarnej, powoduje obni-
zenie maksymalnej wielkos$ci probki, jaka mozna dozo-
wac na kolumng bez utraty jej zdolnosci do rozdzielania
analitow (Q), co powoduje konieczno$¢ stosowania nie-
zwykle matych stezen i moze prowadzi¢ do zmniejszenia
czutosci analizy. Zwigkszenie szybkosci przeptywu gazu
nosnego (u,,) znacznie skraca czas retencji chromato-

grafowanych substancji (zz). Wybor gazu nosnego ma
podstawowy wptyw na szybkos¢ analizy. Najlepsze roz-
dzielenie sktadnikéw mieszanin otrzymuje si¢ przy opty-
malnej szybkosci przeptywu gazu nosnego (u,,,). Wodor
jest najlepszym gazem no$nym do szybkich analiz chro-
matograficznych, poniewaz zwigkszenie liniowej szyb-
kos$ci przeplywu tego gazu nosnego powyzej szybkosci
optymalnej (u,,,) nie wplywa zasadniczo na zmniejszenie
sprawnosci kolumny [14]. Czynnikiem niekorzystnym
zwigzanym ze stosowaniem wodoru sa jego wybuchowe
wlasciwosci, co w konteks$cie stosowania prozni podczas
analiz dokonywanych przy uzyciu spektrometrow mas,
ogranicza jego uzycie. Innym szeroko stosowanym ga-
zem w szybkiej chromatografii gazowej jest hel.

Zwigkszajac szybkos¢ rozdziatu metoda GC, mozna
traci¢ na rozdzielczo$ci i maksymalnej wielkosci probki.
Na rysunku 2 przedstawiono trojkat kompromisu procesu
optymalizacji (ang. optimisation triangle of compromise)
[2]. Wierzchotki tego trojkata przedstawiaja maksima
kazdej z trzech zaleznych wartosci i minima dwoch po-
zostalych. Kazdy rozdziat chromatograficzny dokonany
metoda GC wymaga optymalizacji kombinacji tych
trzech zmiennych w zaleznosci od zalozonych celéw i na-
rzuconych wymagan analitycznych.

Metody szybkiej chromatografii gazowej mozna roz-
wijac albo tworzac je w oparciu o teoretyczne podstawy
od poczatku, albo — jezeli obecnie stosowana metoda
spetnia wszystkie wymogi analityczne z wyjatkiem szyb-
kos$ci analizy — mozna latwo przystosowac ja do warun-
kéw szybkiej chromatografii gazowej np. za pomoca
darmowego programu dostgpnego na stronach interneto-
wych firmy Agilent Technologies [17]. Dla wszelkich
rozmiarow kolumn oraz typéw gazu no$nego mozna ob-
liczy¢ zardwno cisnienie gazu no$nego na wejsciu ko-
lumny, szybko$¢ przeplywu gazu no$nego oraz program
temperaturowy pieca. W rezultacie tego przeksztalcenia
czasy retencji odpowiednich pikow skracaja si¢ propor-
cjonalnie do wielkosci G zwanej zyskiem szybkosci (ang.
speed gain) metody szybkiej chromatografii gazowej
w stosunku do metody, ktora zostata przeksztatcona. Pro-
gram umozliwia dwie opcje przeliczenia metod. Sa nimi:
1 — optymalizujaca szybko$¢ analizy (ang. fast analysis —
FA), przy ktorej zysk szybkosci jest najwigkszy, oraz 2 —
optymalizujaca jako$¢ rozdziatu (ang. best efficiency —
BE). Przy drugiej opcji zysk szybkosci jest rowny poto-
wie wielko$ci uzyskanej przy opcji FA (czas analizy jest
dwukrotnie dtuzszy). Wzajemnie przeksztatlcone metody
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maja wazna cech¢ — kolejnos¢ analizowanych substancji
jest taka sama [3].

Metody szybkiej chromatografii gazowej znalazty
szerokie zastosowanie w chemii analitycznej migdzy in-
nymi do oznaczania pestycydow w §rodkach spozywczych
[6, 10, 15] 1w wodzie [13], do oznaczania lotnych sktad-
nikow w napojach alkoholowych [7], do oznaczania lipi-
dow w produktach spozywczych [12], do oznaczania
narkotykow, lekdéw i sterydow w materiale biologicznym
[1,4,8, 11, 14] oraz do oznaczania rozpuszczalnikow [5].

Z roku na rok liczba spraw nadsytanych do Instytutu
Ekspertyz Sadowych rosnie, a co za tym idzie, wzrasta
réowniez liczba analizowanych probek. Dlatego podjgto
prébe opracowania metody szybkiej chromatografii ga-
zowej, ktora mogtaby by¢ wykorzystywana do rutynowej
analizy jako$ciowej srodkow odurzajacych i substancji
psychotropowych.

2. Materialy i metody

W badaniach wykorzystano wzorce 11 substancji.
Wzorce amfetaminy (AM), metamfetaminy (MA), efedry-
ny (EP), 3,4-metylenodioksyamfetaminy (MDA), 3,4-me-
tylenodioksymetamfetaminy (MDMA), 3,4-metylenodio-
ksyetyloamfetaminy (MDEA), N-metylo-1-(3, 4-metyleno-
dioksyfenylo)butan-2-aminy (MBDB) i ketaminy pocho-
dzily z firmy Lipomed (Szwajcaria). Wzorce 2,5-dime-
toksyamfetaminy (DMA), 2.4,5-trimetoksyamfetaminy
(TMA-2), 2,5-dimetoksy-4-bromoamfetaminy (2C-B)
oraz 2,5-dimetoksyfenetylaminy (2C-H) byly syntetyzo-
wane na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego.
Metanol pochodzit z firmy Merck (Darmstadt, Niemcy)
i posiadat klasg czystosci cz.d.a.

Badania prowadzono przy uzyciu dwoch chromato-
grafow gazowych HP 6890 N Series GC System sprzg-
zonych ze spektrometrem mas 5973 Network Mass Se-
lective Detector bedacym kwadrupolowym analizatorem
mas firmy Agilent (Stany Zjednoczone). W rutynowej
metodzie chromatografii gazowej, wykorzystywanej na
co dzien w pracy laboratorium, rozdzialu dokonywano na
kolumnie HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), nato-
miast do szybkiej chromatografii gazowej zastosowano
kolumng DB-5 (10 m x 0,10 mm x 0,17 pm). Chromato-
grafy byly wyposazone w dozowniki typu z podziatem
lub bez podzialu (ang. split/splitless) utrzymywane
w temperaturze 280°C. Probki w ilosci 1 ul dozowano au-
tomatycznie systemem bez podziatu. W obu przypadkach
jako gaz nosny stosowano hel. Detektor masowy pra-
cowal w trybie jonizacji elektronowej (EI), a energia
wiazki bombardujacych elektronéow wynosita 70 eV.
Analizowano jony dodatnie. Zbierano caly zakres mas,
od 29 do 450 m/z.

3. Wyniki i dyskusja

Parametry metody szybkiej chromatografii gazowe;j
ustalono, przeliczajac warunki rutynowej metody analizy
jakosciowej proszkéw i tabletek w kierunku substancji
psychoaktywnych i §rodkow odurzajacych przy zasto-
sowaniu programu do translacji metod firmy Agilent
Technologies w opcji zapewniajacej najlepsza sprawnosé
kolumny (ang. best efficiency — BE) (tabela I).

Program temperaturowy w obu metodach sktadat si¢
z trzech segmentow. W metodzie rutynowej temperatura
poczatkowa pieca wynosita 75°C i byta utrzymywana
przez 1 min, nastgpnie wzrastata liniowo z szybkoscia
25°C/min do temperatury 275°C, ktéra byla utrzymy-
wana przez 11 min. Catkowity czas analizy wynosit
20,00 min. Po przeksztalceniu tej metody do warunkow
szybkiej chromatografii gazowej temperatura poczatko-
wa wynosita 75°C i byla utrzymywana przez 0,5 min,
nastepnie wzrastata liniowo z szybko$cia 48°C/min do
temperatury 275°C utrzymywanej przez 5,8 min. Calko-
wity czas analizy wynosit 10,47 min.

Na rycinie 3 przedstawiono wynik analizy probki
bedacej mieszaning amfetaminy i jej 9 pochodnych (MA,
EP, MDA, MDMA, MDEA, MBDB, DMA, TMA-2,
2C-B, 2C-H) oraz ketaminy w metanolu w st¢zeniu
50 pg/ml. Chromatogram la przedstawia wynik analizy
przy zastosowaniu rutynowej metody chromatografii ga-
zowe] wykorzystywanej na co dzien w Instytucie Eks-
pertyz Sadowych do analiz substancji psychotropowych
i srodkow odurzajacych. Chromatogram 1b jest wyni-
kiem rozdziatu chromatograficznego tej mieszaniny przy
zastosowaniu szybkiej chromatografii gazowej.

Analizujac powyzsze chromatogramy mozna stwier-
dzi¢, ze skrocenie czasu analizy nie wptywa negatywnie
na rozdzielczo$¢. Piki uzyskane w szybkiej metodzie
chromatografii gazowej byly bardzo waskie, co wskazuje
na mozliwa wigksza rozdzielczos¢ tej metody w stosunku
do zwyktej chromatografii gazowej uzywanej do rutyno-
wych analiz.

Kolejnym etapem opracowania metody byta proba
polepszenia rozdziatu 4 sktadnikéw mieszaniny, ktorych
czas retencji miescil si¢ w przedziale 3,6-3,8 min (4 —
MDMA, 5 — 2C-H, 6 — DMA, 7 — MDEA). Poniewaz
poczatkowy wybor kolumny i gazu no$nego determinuje
stale warto$ci parametréw kolumny, na poprawg jej roz-
dzielczo$ci mozna wplywaé jedynie przez dobdr odpo-
wiedniej temperatury chromatografowania probki. W tym
celu zmieniano szybkos$¢ wzrostu temperatury (A7) od
temperatury poczatkowej (7p) do temperatury koncowej
275°C. Temperature poczatkowa kolumny zwigkszono
réwniez z 75°C do 100°C. W tabeli I przedstawiono
wartosci rozdzielczosci pikow (Rg) tych czterech substan-
cji dla réznych szybkoS$ci narastania temperatury (A7).
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Rozdzielczo$¢ pikow (Rs) obliczono, wykorzystujac
ich szerokoséci w potowie wysokosci piku na podstawie
wzoru [16]:

R =1177—9
Wh] + WhZ

gdzie: d — odlegto$¢ migdzy maksimami pikodw, wy, — sze-
roko$¢ w potowie wysokosci piku.

Na podstawie analizy wartosci Ry stwierdzono, ze we
wszystkich przypadkach rozdzielenie tych czterech
sktadnikéw mozna uznaé¢ za zadowalajace, a nawet za
rozdzielone od linii podstawowej, poniewaz R jest wigk-
sze niz warto$¢ 1,5. Jako metodg szybkiej chromatografii
mogacej mie¢ zastosowanie w rutynowej analizie $rod-
kéw odurzajacych i substancji psychotropowych wybra-
no metodg IV (patrz tabela IT), w ktorej szybko$§¢ wzrostu
temperatury (AT) wynosita 30°C, a calkowity czas anali-
zy 12,11 min. Zwigkszenie rozdzielczo$ci kolumny miato
na celu umozliwienie analizy wigkszej liczby zwiazkow.
Metode¢ V odrzucono z uwagi na zbytnie wydtuzenie cza-
su analizy.

W warunkach okreslonych w metodzie IV przepro-
wadzono analizg kilkunastu substancji wzorcowych i po-
réwnano ich czasy retencji z czasami, jakie uzyskano,
stosujac metode rutynowa do analizy tych zwiazkow
(patrz tabela III). W tabeli III przedstawiono rowniez
warto$ci wielkosci zwanej zyskiem szybkosci G wyra-
zonej stosunkiem czasu retencji szybkiej metody chro-
matograficznej w stosunku do zwyktej chromatografii
gazowej. Jak mozna zauwazy¢, czasy retencji dla amfeta-
miny i metamfetaminy w metodzie szybkiej chromato-
grafii gazowej sa dwukrotnie krotsze niz w przypadku
metody rutynowej (G~2,0). Wyznaczona doswiadczalnie
warto$¢ G dla tych dwoch substancji jest zblizona do
warto$ci wygenerowanej przez program do translacji me-
tod (G~1,9). Stosunek ten maleje w przypadku pozo-
statych substancji do wartosci G~1,6. Taka tendencja
moze by¢ czgsciowo wynikiem wzajemnego oddzialy-
wania substancji o zblizonych czasach retencji. Anali-
zujac czasy retencji badanych substancji, mozna wnios-
kowa¢ o duzej przydatnosci metody szybkiej GC do
zwigkszenia wydajnosci laboratorium poprzez skrocenie
czasu analizy bez strat rozdzielczo$ci.

Nastgpnie wyznaczono granice wykrywalno$ci
(LOD) dla obu metod w oparciu o stosunek sygnatu do
szumu (S/N = 3) dla 11 badanych substancji. Jak juz
wspomniano wczesniej, analiza metoda szybkiej chro-
matografii gazowej przy zastosowaniu kolumn o mniej-
szej Srednicy wewngtrznej wymaga zredukowania ilosci
probki poddawanej analizie. W przeciwnym razie moze
to powodowac przetadowanie kolumny, a co za tym idzie,
znieksztatcenie pikéw bedace wynikiem nanoszenia zbyt
duzych ilo$ci analizowanych sktadnikow na mniejsze
ilosci fazy stacjonarnej. Mozna by przypuszczaé, ze na-
noszenie na kolumng probek o mniejszej objgtosci spo-

woduje obnizenie warto$ci granicy wykrywalnosci, po-
niewaz wykrywana jest mniejsza ilo$¢ substancji. Jest to
jednak kompensowane tym, ze przy analizie na kolum-
nach o matej §rednicy wewngtrznej otrzymuje si¢ wgzsze
piki, a wigc 1 wyzszy sygnat w stosunku do szumow.
W tabeli IV poréwnano warto$ci LOD wyznaczone przy
zastosowaniu zwyklej i szybkiej chromatografii gazowe;.

W metodzie szybkiej GC wartosci LOD (0,02—
6 pg/ml) byly znacznie mniejsze niz w metodzie rutyno-
wej (1-75 ng/ml). Uzyskane wyniki pozwalaja na stwier-
dzenie, ze wykrywalno$¢ analitow metoda szybkiej GC
jest wigksza.

Nastgpnym krokiem byto sprawdzenie powtarzalnos-
ci metody szybkiej chromatografii gazowej. W tym celu
analizowano mieszaning 11 substancji w stezeniu 50 pg/ml,
wykonujac po 6 powtdrzen rozdziatu chromatograficz-
nego tej mieszaniny. W tabeli V przedstawiono warto$ci
(wyrazone w procentach) wzglednego odchylenia stan-
dardowego (%RSD) w odniesieniu do czasu retencji
chromatografowanych substancji (#z), szeroko$ci piku
w potowie jego wysokosci (wys) oraz pola powierzchni
odpowiednich pikéw (P,). Podano réwniez wartosci sto-
sunku sygnatu do $redniego poziomu szuméw tta (S/N)
dla badanych substancji o stgzeniu 50 pg/ml.

Analizujac przedstawione warto$ci, mozna powie-
dzie¢, ze czasy retencji chromatografowanych substancji
byty powtarzalne (%RSD ¢z byt bardzo maty, rowny lub
mniejszy od 0,15%). %RSD wys wahat si¢ w zakresie
8,6% do 13,6%, %RSD Pp miescit si¢ w zakresie 3,9% do
12,6%. Najwyzsze warto$ci %RSD wys i %RSD P,, po-
wyzej 10%, otrzymano dla 2C-H, DMA i MDEA [5, 6,
71, co jest najprawdopodobniej wynikiem wspotwymy-
wania tych substancji z kolumny chromatograficznej ze
wzgledu na zblizony czas retencji. Natomiast stosunko-
wo wysokie wzgledne odchylenie standardowe dla pola
powierzchni 2C-B [10] moze by¢ wynikiem cz¢§ciowego
rozktadu tego zwiazku w warunkach analizy. Zastosowa-
nie wzorca wewngtrznego zwigkszytoby precyzje po-
miaru, a tym samym umozliwitoby zastosowanie metody
szybkiej GC do analiz iloSciowych.

4. Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
opracowana metoda szybkiej chromatografii moze by¢
szeroko stosowana w laboratoriach sadowych. Skrécenie
czasu analizy nie wplywa negatywnie na rozdzielczo$¢.
Ksztalty pikow odpowiadajacych poszczegolnym sktad-
nikom mieszaniny sa symetryczne, a piki sa dobrze roz-
dzielone. Szerokos$ci pikéw chromatografowanych sub-
stancji przy uzyciu szybkiej chromatografii gazowej sa
znacznie mniejsze niz przy uzyciu zwyklej chromato-
grafii gazowej, a co za tym idzie, stosunek wielkosci syg-
natu do szuméw S/N w szybkiej chromatografii gazowej
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jest wigkszy, co sprzyja lepszej wykrywalnos$ci substan-
cji. Powtarzalno$¢ przedstawionej metody szybkiej chro-
matografii gazowej pozwala na stosowanie jej do analiz
jakosciowych.
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