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За последние годы в России самым распространенным наркотическим средством стал героин. Так называемый "уличный героин", изымаемый из незаконного оборота, представляет собой, как правило, многокомпонентную смесь, содержащую кроме самого героина различные добавки, как фармакологически активные, так и нейтральные. В последние годы в качестве нейтральных добавок часто используются различные углеводы, такие как крахмал, мальтоза, сахароза, лактоза, глюкоза и др., а фармакологически активные добавки стали встречаться гораздо реже.

Предлагаемая работа представляет собой комплексную методику исследования "уличного героина" с использованием методов тонкослойной, газовой, жидкостной хроматографии, хромато-масс-спектрометрии, ИК-спектроскопии, метода капельных цветных реакций.

Работа содержит большое количество справочного материала в виде спектров и хроматограмм (рисунки не приводятся).

ДАННЫЕ ОБ ОБЪЕКТЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Героин (синонимы: диацетилморфин, диаморфин, ацетоморфин; другие названия - "гера", "герыч", China White) является одним из самых распространенных синтетических наркотических средств. Героин действует как наркотический анальгетик. Изымаемые из незаконного оборота образцы, содержащие героин, часто называют "уличным героином"; смесь героина с кокаином называют Speed ball; смесь героина с кокаином и ЛСД - Frisco speed ball.

По наркотической активности героин в 2 - 3 раза превосходит морфин. Впервые героин был синтезирован в 1874 г. английским химиком А. Райтом, а его коммерческое производство было освоено в 1898 г. немецкой фирмой Bayer. Вначале героин использовался как фармацевтический препарат для замены морфина при лечении наркомании. Однако вскоре выяснилось, что героин является самым опасным из всех известных наркотиков, так как быстро вызывает сильнейшую физическую и психическую зависимость. При ежедневном приеме героина физическая зависимость может развиться за два дня. Психическая зависимость развивается менее чем за 2 мес. Героин опасен также тем, что его содержание в препаратах, находящихся в незаконном обороте, может сильно различаться. Это вызывает опасность передозировки. Кроме того, большую опасность при потреблении "уличного героина" представляет наличие в нем различных ядовитых добавок, например, стрихнина.

Употребляют героин посредством внутривенных инъекций, реже вдыханием через нос и курением. Действие наркотика длится 4 - 6 ч, эффективная доза равна 5 мг. Известны случаи употребления героина в смеси с кокаином, ЛСД, метаквалоном, а также в смеси с 3-метилфентанилом.

Потребитель героина испытывает чувство эмоциональной удовлетворенности - состояния, которое получило название эйфории. Действие героина характеризуется сонливостью, сниженной физической активностью, затруднением концентрации внимания, а также безразличием. Героин вызывает миоз, в результате чего зрачки приобретают характерный вид булавочной головки. Выработка мочи уменьшается. Употребление героина может вызывать покраснение кожи и снижение артериального давления. Часто покраснение кожи сопровождается зудом и потливостью.

На основании Списка I "Перечня наркотических средств, психотропных веществ и их прекурсоров, подлежащих контролю в РФ" героин (диацетилморфин), все его соли и смеси, в состав которых входит героин, отнесены к наркотическим средствам, оборот которых запрещен на территории Российской Федерации.

    Героин   в   виде  основания  (диацетилморфин;  брутто-формула

C  H  NO ;   М.м.   =  369,4)   очищают   перекристаллизацией   из
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этилацетата.  Полученные кристаллы, имеющие белый цвет, растворимы

в хлороформе, бензоле, горячем этаноле; практически нерастворимы в

воде. Героин легко гидролизуется в щелочах и кислотах. Гидрохлорид

героина  растворим  в  воде,  этаноле,  хлороформе  и  практически

нерастворим  в  эфире  и  четыреххлористом  углероде.  Структурная

формула героина представлена на рис. 1.

Рис. 1. Структурная формула героина (диацетилморфина)

Рисунок не приводится.

Источником получения героина является опий - свернувшийся млечный сок растения мак снотворный (Papaver somniferum L). В процессе переработки опий очищают от балластных веществ и получают продукт с высоким содержанием морфина. Этот продукт затем ацетилируют до героина.

Таким образом, "уличный героин" может содержать в своем составе примеси, которые обусловлены исходным сырьем и способом его приготовления (такие как папаверин, наркотин, кодеин, морфин, 6-моноацетилморфин, 3-моноацетилморфин, ацетилкодеин и т.д.). Кроме того, "уличный героин", как правило, содержит и специально вносимые добавки и наполнители (до 10 - 16 наименований одновременно). Это могут быть: фармакологически активные вещества (фенобарбитал, кофеин, дифенгидрамин (димедрол), фенацетин, анальгин, новокаин, лидокаин, аспирин, антипирин, амидопирин, диазепам, анестезин, никотинамид, фенолфталеин, стрихнин, хинин, хлорохин, аскорбиновая, салициловая, бензойная, фталевая, борная кислоты и т.д.); другие наркотические средства и психотропные вещества (метаквалон, оксикодон, кокаин и пр.); всевозможные нейтральные добавки-наполнители (глюкоза, лактоза, фруктоза, сахароза, маннитол, крахмал, мука, хлорид натрия, карбонат кальция, сульфат бария, аморфная окись кремния и др.). В образцах "уличного героина" можно также обнаружить вещества, попавшие в него из окружающей среды (например, различные пластификаторы, пестициды и др.). Содержание героина может составлять от 1 - 2 до 95 - 98%.

Иногда "уличный героин" изымается из незаконного оборота в виде растворов. Растворы "уличного героина" представляют собой, как правило, слабоокрашенные прозрачные жидкости без выраженного запаха, при длительном хранении которых наблюдается разложение (гидролиз) героина до 6-моноацетилморфина и морфина. Наличие осадка в некоторых растворах героина обусловлено примесью в "уличном героине" нерастворимых в воде добавок.

Внешний вид героина в виде твердых образцов и его состав сильно зависят от региона, в котором он был произведен.

Героин из Юго-Восточной Азии почти всегда белый порошок (China White). В неизмельченном виде он напоминает стиральный порошок и может встречаться в виде соли или основания; действующее начало чаще представлено в виде гидрохлорида с содержанием основного компонента 80% и более. Такой героин редко содержит наркотин и почти не содержит папаверина.

Образцы героина из Юго-Западной Азии более разнообразны. Одну из его разновидностей за соответствующий цвет и консистенцию называют "коричневый сахар". Обычно он встречается в виде свободного основания и имеет чистоту 40 - 60%, но иногда бывает в виде гидрохлорида. Он может содержать 20 - 30% наркотина, 2 - 6% папаверина, 5 - 9% ацетилкодеина и следовые количества других алкалоидов. Другая разновидность героина из Юго-Западной Азии имеет цвет от рыже-коричневого до светло-коричневого. Его концентрация достигает 60 - 85%, остальное составляют наркотин (2 - 20%), папаверин (до 4%), ацетилкодеин (4 - 7%). Этот героин встречается в виде основания, гидрохлорида, цитрата или тартрата. Третья разновидность - белесый порошок, содержащий героин в форме гидрохлорида. Содержит до 90% основного компонента и 2 - 5% ацетилкодеина.

Мексиканский героин бывает двух типов. Первый называют "черным дегтем" (встречается, как правило, в США). Имеет коричневый или черно-коричневый цвет, часто обладает запахом уксуса. Содержит в своем составе нехарактерные для опия примеси дегтя. Концентрация основного компонента - 30 - 60%, ацетилкодеина - 1 - 6%, папаверина - 0,5 - 3%, наркотина - 1 - 4%. Второй тип мексиканского героина - "мексиканский коричневый" - имеет темно-коричневый цвет. Степень очистки меньше, чем у "черного дегтя", а содержание остальных алкалоидов приблизительно такое же.

Южно-американский героин встречается довольно редко и почти всегда отличается высоким качеством очистки - более 90%. Он представляет собой белый порошок, содержащий менее 3,5% ацетилкодеина. Концентрация 3-моноацетилморфина в нем может быть больше, чем 6-моноацетилморфина.

Типичные хроматограммы образцов героина представлены на рис. 2 - 6. Для анализа был использован газовый хроматограф модели 6890 (фирмы Agilent, США) с масс-селективным детектором модели 5973.

Рис. 2. Хроматограмма экстракта "уличного героина",

содержащего в качестве добавок кофеин и диазепам

пик 1 - кофеин; пик 2 - диазепам; пик 3 - героин;

пик 4 - папаверин; пик 5 - наркотин

Рис. 3. Хроматограмма экстракта "уличного героина",

не содержащего добавок

пик 1 - ацетилкодеин; пик 2 - 6-моноацетилморфин;

пик 3 - героин

Рис. 4. Хроматограмма экстракта "уличного героина",

содержащего в качестве добавки кофеин

пик 1 - кофеин; пик 2 - ацетилкодеин;

пик 3 - 6-моноацетилморфин; пик 4 - героин

Рис. 5. Хроматограмма экстракта "уличного героина",

содержащего в качестве добавки хлорохин

пик 1 - ацетилкодеин; пик 2 - 6-моноацетилморфин;

пик 3 - хлорохин; пик 4 - героин; пик 5 - наркотин

Рис. 6. Хроматограмма экстракта "уличного героина",

содержащего в качестве добавок дифенгидрамин и хлорохин

пик 1 - дифенгидрамин; пик 2 - ацетилкодеин; пик 3 -

6-моноацетилморфин; пик 4 - хлорохин; пик 5 - героин

Рисунки не приводятся.

Условия анализа: колонка - кварцевая капиллярная НР-5 (30 м х 0,32 мм); температура инжектора - 280 °С, интерфейса детектора - 290 °С; начальная и конечная температура термостата колонки - 50 и 280 °С соответственно; температура колонки изменялась со скоростью 10 °С/мин.; газ-носитель - гелий; объем вводимой пробы - 1 мкл. Ввод пробы осуществлялся с делением потока 1:40. Масс-селективный детектор работал в режиме электронного удара (70 эВ). Режим регистрации масс-спектров по полному ионному току. Обнаружение наркотических средств и психотропных веществ в экстрактах проводили, сравнивая полученные масс-спектры с библиотечными (библиотеки NBS-75 и Wiley-275).

Подготовку пробы осуществляли следующим образом: исследуемые вещества тщательно перетирали в агатовой ступке и гомогенизировали встряхиванием. Затем навески веществ массой по 5 мг заливали по 1 мл хлороформа, добавляли по капле триэтиламина. Пробы встряхивали в течение 10 мин., отстаивали и проводили хромато-масс-спектрометрические исследования.

МЕТОДИКИ ИССЛЕДОВАНИЯ

Предварительное исследование

На стадии предварительного исследования производят внешний осмотр исследуемых образцов. В процессе осмотра фиксируются состояние, особенности упаковки и масса веществ, а также выявляют такие признаки исследуемых объектов, как цвет, запах, консистенция, однородность, наличие механических включений и примесей. В случае необходимости производится их механическое разделение для дальнейшего исследования, например, методами ИК-спектроскопии, качественных цветных реакций и др.

Отбор представительных проб для дальнейшего исследования проводят в соответствии с методикой "Отбор проб при исследовании наркотических средств", утвержденной протоколом ПККН от 16 ноября 1993 г. N 26.

На этой же стадии, если это необходимо, изучают растворимость проб в хлороформе, метаноле (этаноле), диэтиловом эфире и дистиллированной воде в целях установления возможности наличия инертных добавок (наполнителей) и решения вопроса, в какой форме присутствуют исследуемые вещества - в виде соли или основания.

Однако следует иметь в виду, что установление формы героина (соль или основание) в исследуемом объекте может быть затруднено в случае смесевых композиций или когда основание смешано с солью другого соединения (например, героин-основание в смеси с гидрохлоридом новокаина).

Исследование методом качественных цветных реакций

Для проведения качественных цветных реакций можно использовать реактивы: Марки, Фреде, Либермана и Манделина. В качестве основных лучше использовать реактивы Марки и Фреде. Реактивы Манделина и Либермана можно использовать в качестве резервных.

Для проведения качественных реакций к нескольким миллиграммам исследуемого вещества прибавляют несколько капель соответствующего реактива. Окраска реактивов при наличии в исследуемом веществе героина приведена в табл. 1. В случае присутствия в исследуемом объекте каких-либо добавок (например, димедрола, пипольфена и др.), также окрашивающих эти реактивы, окраска реактива может соответственно отличаться от приведенной в табл. 1.

Таблица 1

ОКРАСКА РАЗЛИЧНЫХ РЕАКТИВОВ ПРИ ВЗАИМОДЕЙСТВИИ

С ГЕРОИНОМ <1>

--------------------------------

<1> Состав и методики приготовления указанных реактивов приведены в Приложении.

	Реактив   
	Окраска                      

	Марки        
	От красно-фиолетовой до фиолетовой                

	Фреде        
	Фиолетовая, переходящая в коричнево-фиолетовую    

	Манделина    
	Фиолетовая, переходящая в коричнево-фиолетовую    

	Либермана    
	Зелено-коричневая, переходящая в зелено-черную    


Исследование методом тонкослойной хроматографии

Исследуемую пробу тщательно измельчают в ступке до порошкообразного состояния и гомогенизируют встряхиванием. Навеску измельченного вещества массой 2 - 20 мг растворяют в 0,5 - 1 мл хлороформа или этанола, затем рекомендуется добавить 1 каплю триэтиламина (диэтиламина) и осторожно нагревают смесь до 60 - 70 °С. Приготовленные экстракты охлаждают, отстаивают и наносят на стартовую линию хроматографической пластины в объеме нескольких микролитров.

Растворы "уличного героина" исследуют в нативном виде.

В качестве стандартных образцов на стартовую линию хроматографической пластины наносят растворы индивидуальных соединений либо раствор смесей героина с известным компонентным составом.

Следовые остатки героина с предметов-носителей извлекают экстракцией хлороформом (этанолом). Приготовленные экстракты перед нанесением на хроматографическую пластину предварительно концентрируют до объема 1 - 2 капли.

Хроматографическое разделение проводят в следующих системах растворителей: толуол-этанол-триэтиламин (9:1:1) - система 1; гексан-хлороформ-триэтиламин (9:9:4) - система 2. При отсутствии триэтиламин можно заменить диэтиламином. В качестве резервной системы можно также использовать систему растворителей толуол-ацетон-этанол-25%водный раствор аммиака (45:45:7:3) - система 3.

После окончания хроматографирования пластину сушат в течение 30 мин. при комнатной температуре, затем выявляют хроматографические зоны по гашению флуоресценции при 254 нм и проявлением реактивами Марки, Фреде или Драгендорфа.

    Для      хроматографирования     используют     пластины     с

немодифицированным  слоем силикагеля,  такие как Silufol, Sorbfil,

Merck.  Значения  R   на  пластинах  Sorbfil  ПТСХ  П-А-УФ и Merck

                   f

DC-Alufolien   Kieselgel  60  F254,  а  также  окраска  зон  после

проявления  реактивами Марки и Фреде приведены в табл. 2, 3. Кроме

того,  в  таблицах  также  приведены  значения  R   хлорохина  как

                                                 f

наиболее распространенной добавки к "уличному героину".

Таблица 2

         ЗНАЧЕНИЯ R  ГЕРОИНА И СОПУТСТВУЮЩИХ КОМПОНЕНТОВ

                   f

           В СИСТЕМЕ ТОЛУОЛ-ЭТАНОЛ-ТРИЭТИЛАМИН (9:1:1)

┌──────────────┬───────────────┬─────────────────────────────────┐

│  Компонент   │   Пластины    │ Окраска хроматографических зон  │

│              │               │  после обработки проявляющими   │

│              │               │           реактивами            │

│              ├──────┬────────┼────────────────┬────────────────┤

│              │Merck,│Sorbfil,│ Реактив Марки  │ Реактив Фреде  │

│              │  R   │   R    │                │                │

│              │   f  │    f   │                │                │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Морфин        │0,22  │0,24    │Фиолетовая      │Красно-         │

│              │      │        │                │фиолетовая      │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Кодеин        │0,46  │0,46    │Сине-фиолетовая │Желто-зеленая   │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│3-моноацетил- │0,53  │0,52    │Фиолетовая      │Фиолетовая      │

│морфин        │      │        │                │                │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│6-моноацетил- │0,60  │0,59    │Фиолетовая      │Красно-         │

│морфин        │      │        │                │фиолетовая      │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Героин        │0,71  │0,72    │Красно-         │Красно-         │

│              │      │        │фиолетовая      │фиолетовая      │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Ацетилкодеин  │0,72  │0,74    │Сине-фиолетовая │Желто-зеленая   │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Папаверин     │0,77  │0,81    │Бледно-         │Зеленая         │

│              │      │        │сиреневая       │                │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Наркотин      │0,84  │0,89    │Нет             │Серо-коричневая │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Хлорохин      │0,55  │0,54    │Нет             │Нет             │

└──────────────┴──────┴────────┴────────────────┴────────────────┘

Порядок выхода компонентов и их окраска после хроматографирования в системе толуол-ацетон-этанол-25% водный раствор аммиака такие же, как в системе толуол-этанол-триэтиламин.

Система гексан-хлороформ-триэтиламин (9:9:4) может быть использована для подтверждения результатов, полученных в системе толуол-этанол-триэтиламин (9:1:1) или толуол-ацетон-этанол-25% водный раствор аммиака (45:45:7:3).

При использовании для проявления хроматограмм реактива Драгендорфа зоны всех компонентов окрашиваются в коричневый цвет.

Таблица 3

         ЗНАЧЕНИЯ R  ГЕРОИНА И СОПУТСТВУЮЩИХ КОМПОНЕНТОВ

                   f

         В СИСТЕМЕ ГЕКСАН-ХЛОРОФОРМ-ТРИЭТИЛАМИН (9:9:4)

┌──────────────┬───────────────┬─────────────────────────────────┐

│  Компонент   │    Пластины   │ Окраска хроматографических зон  │

│              │               │  после обработки проявляющими   │

│              │               │            реактивами           │

│              ├──────┬────────┼────────────────┬────────────────┤

│              │Merck,│Sorbfil,│ Реактив Марки  │ Реактив Фреде  │

│              │  R   │   R    │                │                │

│              │   f  │    f   │                │                │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Морфин        │0,04  │0,03    │Фиолетовая      │Красно-         │

│              │      │        │                │фиолетовая      │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Кодеин        │0,21  │0,17    │Сине-фиолетовая │Зеленая         │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│3-моноацетил- │0,24  │0,19    │Фиолетовая      │Красно-         │

│морфин        │      │        │                │фиолетовая      │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│6-моноацетил- │0,35  │0,31    │Фиолетовая      │Красно-         │

│морфин        │      │        │                │фиолетовая      │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Героин        │0,56  │0,44    │Красно-         │Красно-         │

│              │      │        │фиолетовая      │фиолетовая      │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Ацетилкодеин  │0,64  │0,53    │Сине-фиолетовая │Зеленая         │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Папаверин     │0,76  │0,64    │Бледно-сиреневая│Зеленая         │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Наркотин      │0,88  │0,79    │Нет             │Серо-коричневая │

├──────────────┼──────┼────────┼────────────────┼────────────────┤

│Хлорохин      │0,30  │0,30    │Нет             │Нет             │

└──────────────┴──────┴────────┴────────────────┴────────────────┘

Чувствительность проявления реактивами Марки и Драгендорфа для героина равна 0,3 - 0,4 мкг, а реактивом Фреде - 0,03 - 0,04 мкг.

В случае применения для исследования препаратов исключительно метода тонкослойной хроматографии для достоверности необходимо в обязательном порядке подтверждать результаты анализа, полученные в системе 1 (или 3), исследованием в системе 2.

В указанных системах можно проводить также выявление фармакологически активных добавок в "уличном героине" (например, дифенгидрамин, кофеин, парацетамол, фенобарбитал и др.) при использовании соответствующих свободных образцов.

    В  зависимости  от  условий  анализа  указанные  в табл. 2 и 3

значения   R   могут  незначительно  меняться.  Последовательность

            f

выхода  отдельных  компонентов  остается  такой  же.  Кроме  того,

указанные  в  таблицах  цвета в зависимости от освещения и чистоты

используемых реактивов могут отличаться оттенками.

Исследование методом газовой хроматографии

Метод газовой хроматографии применяется для качественного выявления героина и сопутствующих компонентов (ацетилкодеина, 6-моноацетилморфина, 3-моноацетилморфина), а также при необходимости для их количественного определения.

Газохроматографический анализ проводят в следующих условиях:

- колонка кварцевая капиллярная длиной 12 - 30 м и диаметром 0,2 - 0,32 мм, с метилсиликоновой стационарной фазой (типа НР-1) либо с метилсиликоновой фазой, содержащей 5% фенильных групп (типа НР-5);

- температура испарителя - 280 °С;

- температура детектора - 290 °С;

- температура колонки меняется от 200 до 280 °С со скоростью 10 °С/мин.;

- время выдержки при конечной температуре - 10 мин.;

- газ-носитель - гелий (азот), детектор пламенно- ионизационный;

- ввод пробы осуществляется с делением потока.

В ходе исследования к 2 - 20 мг исследуемого вещества добавляют 1 мл хлороформа, 1 - 3 капли триэтиламина. Экстракт, приготовленный после встряхивания и отстаивания полученной смеси, исследуют в указанных условиях.

Для колонки НР-1 индекс удерживания героина равен 2614; ацетил-кодеина - 2510; 6-моноацетилморфина - 2537; 3-моноацетилморфина - 2504.

Для колонки НР-5 индексы удерживания следующие: диацетилморфин - 2724; 6-моноацетилморфин - 2608; ацетилкодеин - 2594; 3-моноацетилморфин - 2592.

Количественное определение героина, ацетилкодеина и 6-моноацетилморфина проводят с применением метода внутреннего стандарта. В качестве внутреннего стандарта используют метилстеарат либо подходящий насыщенный неразветвленный углеводород (например, докозан). Перед началом анализа производят калибровку хроматографа с использованием образцов внутреннего стандарта и соответствующего вещества либо веществ с известным количественным составом. При их отсутствии для определения концентрации компонентов применяют относительные массовые коэффициенты по формуле 1.

К пробам исследуемых объектов массой 2 - 20 мг добавляют по 1 мл раствора метилстеарата (или докозана) в хлороформе с концентрацией 1 мг/мл и по капле триэтиламина. Полученную смесь осторожно встряхивают, выдерживают при комнатной температуре 0,5 - 1,5 ч, после чего полученный экстракт исследуют методом газовой хроматографии.

    Анализ  проводят  в указанных выше условиях, не менее трех раз

для  каждой  пробы. Затем по результатам параллельных анализов для

объекта  определяют  среднее  значение  массовой  доли героина (Х,

%    )  и  рассчитывают доверительный интервал.  При необходимости

 масс

аналогичные    вычисления    производят    для   ацетилкодеина   и

6-моноацетилморфина.  Относительный массовый коэффициент героина к

метилстеарату     равен     1,94;     ацетилкодеина     -    1,23;

6-моноацетилморфина - 1,23.

В этом случае расчет количественного содержания героина, ацетилкодеина и 6-моноацетилморфина проводят по формуле:

                Х = S  х m   / S   х m  х К х 100%,            (1)

                     х    СТ    СТ    n

    где:

    S     -     площадь      пика      героина     (ацетилкодеина,

     х

6-моноацетилморфина);

    S   - площадь пика внутреннего стандарта;

     СТ

    m   - масса внутреннего стандарта, мг;

     СТ

    m  - масса исходной пробы, мг;

     n

    К - соответствующий относительный массовый коэффициент.

В случае необходимости газовая хроматография может быть использована для определения качественного состава фармакологически активных добавок и их количественного содержания.

Исследование методом хромато-масс-спектрометрии

Метод хромато-масс-спектрометрии применяют для установления качественного состава анализируемого объекта. Исследование проводят в следующих условиях:

- ионизация электронным ударом (энергия 70 эВ);

- колонка кварцевая капиллярная длиной 12 - 30 м и диаметром 0,2 - 0,32 мм, с метилсиликоновой стационарной фазой (типа НР-1) либо с метилсиликоновой фазой, содержащей 5% фенильных групп (типа НР-5);

- температура испарителя - 280 °С;

- температура интерфейса детектора - 280 °С;

- температура колонки меняется от 50 до 280 °С со скоростью 10 - 15 °С/мин.;

- время выдержки при конечной температуре - 10 мин.;

- газ-носитель - гелий;

- ввод пробы осуществляют с делением потока.

Идентификация выявленных компонентов производится по индексам удерживания и масс-спектрам при сопоставлении с библиотечными спектрами.

Подготовка пробы аналогична пробоподготовке для газовой хроматографии при качественном выявлении героина. На рис. 7 - 10 приведены масс-спектры героина, ацетилкодеина, 6-моноацетилморфина и 3-моноацетилморфина.

Рис. 7. Масс-спектр героина

Рис. 8. Масс-спектр ацетилкодеина

Рис. 9. Масс-спектр 6-моноацетилморфина

Рис. 10. Масс-спектр 3-моноацетилморфина

Рисунки не приводятся.

При необходимости метод хромато-масс-спектрометрии может использоваться для определения качественного состава фармакологически активных добавок, а также для количественного определения наркотически активных компонентов после калибровки прибора по соответствующим образцам.

Исследование методом высокоэффективной

жидкостной хроматографии (ВЭЖХ)

Метод ВЭЖХ применяют как для качественного выявления, так и количественного определения героина и сопутствующих наркотически активных компонентов (6-моноацетилморфина, морфина, ацетилкодеина и кодеина) в составе образцов "уличного героина".

Исследование проводят в варианте обращенно-фазной ВЭЖХ, с разделением компонентов хроматографируемых образцов на колонках, упакованных сорбентами на основе силикагелей, модифицированных химически привитыми фазами С18 или ODS.

При проведении исследования используют хроматографические системы для ВЭЖХ, укомплектованные УФ-детектором с фотодиодной матрицей либо многоволновым УФ-спектрофотометром, обеспечивающими возможность регистрации УФ-спектров отдельных компонентов. Пример исследования с использованием жидкостного хроматографа "1090М", оснащенного УФ-детектором с фотодиодной матрицей (фирмы Hewlett Packard, США), рассмотрен в методических рекомендациях [9]. При использовании отечественного жидкостного хроматографа "Милихром-4", оснащенного многоволновым УФ-спектрофотометром, исследование проводят в следующих условиях:

- колонка 2 х 100 мм, упакованная обращенно-фазным сорбентом "Сепарон SGXC-18" с размером частиц 5 мкм (ООО "Медикант", г. Орел), или колонка, упакованная обращенно-фазным сорбентом аналогичного типа;

- подвижная фаза - фосфатный буфер-ацетонитрил (в объемном соотношении 70:30);

- режим элюирования - изократический; скорость потока - 100 мкл/мин.;

- параллельное детектирование УФ-спектрофотометра на пяти длинах волн: 210, 220, 230, 250, 280 нм;

- объем пробы анализируемого образца - 10 мкл.

При использовании стандартной комплектации хроматографа "Милихром-4" рекомендуется провести его модернизацию с установкой программно-аппаратного комплекса "МультиХромСпектр" DOS-версии 2.76 или версии 2.0х для Windows 95/98 (АО "АМПЕР-СЕНД", г. Москва). В этом случае реализуются такие возможности программного обеспечения "МультиХром-Спектр", как: полное управление работой хроматографа; сбор и обработка хроматографических данных в режиме многоволнового детектирования (включая чтение и запись спектров компонентов хроматограмм); создание библиотечных спектров; сравнение спектров и распознание пиков по спектрам; проверка гомогенности хроматографических пиков; количественный анализ групп перекрывающихся пиков с учетом информации о спектрах компонентов группы; построение многоуровневых градуировок; архивирование данных в виде компьютерных файлов.

Для приготовления фосфатного буфера в 1 л дистиллированной воды растворяют 3,0 г гидроксида калия, 12,0 г 82% ортофосфорной кислоты и 3,0 г диэтиламина (все реактивы - квалификации не ниже "хч"). Буфер должен иметь рН = 3. В случае необходимости значение рН буфера корректируют путем добавления водного раствора гидроксида калия либо ортофосфорной кислоты. Приготовленный буфер фильтруют через мембранный фильтр с размером пор не более 0,5 мкм и сразу же переливают в герметично укупориваемую емкость из темного стекла. Хранят готовый буфер в защищенном от света месте (в бытовом холодильнике).

Подвижную фазу готовят порционно, в количествах, не превышающих двух-трехдневную потребность. Для приготовления подвижной фазы фосфатный буфер и ацетонитрил смешивают в необходимом соотношении в рабочей емкости подходящего объема, интенсивно перемешивая полученную смесь до образования гомогенного раствора. Перед применением подвижную фазу дегазируют непосредственно в рабочей емкости, помещая ее на 20 мин. в заполненную водой ультразвуковую ванну либо продувая в течение того же времени потоком газообразного гелия с расходом 40 - 50 мл/мин. (дегазация с применением гелия является более эффективной).

Анализ модельных смесей

В качестве модельной смеси рекомендуется смесь, включающая следующие компоненты: морфин, кодеин, 6-моноацетилморфин, героин, ацетилкодеин, наркотин и папаверин. Смесь готовят в виде раствора в подвижной фазе. Рекомендуемые значения концентраций компонентов смеси в растворе должны находиться в пределах от 0,1 до 0,3 мг/мл. Хроматограмма модельной смеси представлена на рис. 11.

(Хроматограммы свободных образцов: морфина; кодеина; 6-моноацетилморфина; героина; ацетилкодеина; наркотина и папаверина в виде растворов в подвижной фазе, а также их УФ-спектры представлены  в Приложении (не приводятся).)

Рис. 11. Хроматограмма модельной смеси

1 - морфин; 2 - кодеин; 3 - 6-моноацетилморфин; 4 - героин;

5 - ацетилкодеин; 6 - наркотин; 7 - папаверин

Рисунок не приводится.

Следует отметить, что при указанных условиях анализа не происходит полного хроматографического разделения двух пар компонентов модельной смеси - кодеина и 6-моноацетилморфина, героина и ацетилкодеина (пики, соответствующие этим компонентам, - 2, 3, 4, 5 - на приведенной хроматограмме попарно перекрываются). Однако даже при таком разрешении указанных пиков расчет основных параметров их хроматографического разделения, а также количественное определение соответствующих компонентов модельной смеси не вызывают затруднений при условии, что сбор хроматографических данных осуществляют в режиме многоволнового детектирования с последующей обработкой полученных многоканальных хроматограмм математическими средствами программы "МультиХром-Спектр".

Основные параметры хроматографического разделения компонентов модельной смеси, рассчитанные по ее хроматограмме, приведены в табл. 4.

Таблица 4

ОСНОВНЫЕ ПАРАМЕТРЫ

ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОГО РАЗДЕЛЕНИЯ КОМПОНЕНТОВ МОДЕЛЬНОЙ СМЕСИ,

РАССЧИТАННЫЕ ПО ЕЕ ХРОМАТОГРАММЕ

┌──────────────┬────────────────┬────────────────┬───────────────┐

│  Компонент   │   Абсолютное   │  Исправленное  │  Коэффициент  │

│  модельной   │     время      │     время      │    емкости    │

│    смеси     │  удерживания,  │  удерживания,  │  компонента,  │

│              │   мин. (t )    │          1     │            1  │

│              │          r     │   мин. (t )    │ отн. ед. (к ) │

│              │                │          r     │               │

├──────────────┼────────────────┼────────────────┼───────────────┤

│Морфин        │      2,66      │      1,06      │      0,66     │

├──────────────┼────────────────┼────────────────┼───────────────┤

│Кодеин        │      3,52      │      1,92      │      1,20     │

├──────────────┼────────────────┼────────────────┼───────────────┤

│6-моноацетил- │      3,86      │      2,26      │      1,41     │

│морфин        │                │                │               │

├──────────────┼────────────────┼────────────────┼───────────────┤

│Героин        │      7,55      │      5,95      │      3,71     │

├──────────────┼────────────────┼────────────────┼───────────────┤

│Ацетилкодеин  │      7,91      │      6,31      │      3,94     │

├──────────────┼────────────────┼────────────────┼───────────────┤

│Наркотин      │     13,21      │      11,61     │      7,25     │

├──────────────┼────────────────┼────────────────┼───────────────┤

│Папаверин     │     16,56      │      14,96     │      9,35     │

└──────────────┴────────────────┴────────────────┴───────────────┘

На рис. 12 представлена хроматограмма модельной смеси с добавкой хлорохина фосфата - вещества, часто используемого для фальсификации "уличного героина" и обнаруживаемого в его образцах в качестве как примеси, так и основного компонента.

Рис. 12. Хроматограмма модельной смеси,

содержащей хлорохина фосфат, в подвижной фазе

1 - морфин; 2 - кодеин; 3 - 6-моноацетилморфин;

4 - хлорохин; 5 - героин; 6 - ацетилкодеин;

7 - наркотин; 8 - папаверин

Рисунок не приводится.

На рис. 13 представлена хроматограмма модельной смеси с добавкой кофеина и фенобарбитала - веществ, также часто обнаруживаемых в образцах "уличного героина" в качестве примесей.

Рис. 13. Хроматограмма модельной смеси,

содержащей кофеин и фенобарбитал, в подвижной фазе

1 - морфин; 2 - кодеин; 3 - 6-моноацетилморфин; 4 - кофеин;

5 - героин; 6 - ацетилкодеин; 7 - фенобарбитал;

8 - наркотин; 9 - папаверин

Рисунок не приводится.

Анализ модельных смесей позволяет установить последовательность выхода компонентов на хроматограммах экспертных образцов, а также оценить возможное влияние присутствующих в их составе добавок на основные параметры хроматографического разделения определяемых веществ.

Калибровка детектора

Для количественного определения героина, 6-моноацетилморфина, морфина, ацетилкодеина и кодеина в исследуемых образцах применяют метод абсолютной градуировки. С этой целью детектор хроматографа калибруют с использованием градуировочных растворов определяемых веществ с точно известными значениями их концентраций. Для приготовления градуировочных растворов точные навески (точность взвешивания - 0,1 мг) стандартных образцов героина, 6-моноацетилморфина, морфина, ацетилкодеина и кодеина (в форме солей или оснований) растворяют в подвижной фазе (точность дозирования подвижной фазы - 0,1 мл) с таким расчетом, чтобы концентрация определяемых веществ в полученных растворах составляла точно 1,0 мг/мл <1>. Затем полученные растворы смешивают с подвижной фазой с таким расчетом, чтобы получить градуировочные растворы каждого определяемого вещества с концентрацией: 0,50; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0312 и 0,0156 мг/мл. Приготовленные растворы хроматографируют при неизменных условиях и по результатам проведенных анализов для каждого определяемого вещества строят график зависимости площади его хроматографического пика от концентрации вещества в растворе (программа "МультиХром-Спектр" предоставляет возможность получения многоуровневых градуировок, описываемых как линейными, так и нелинейными уравнениями). Для всех определяемых веществ, кроме морфина и кодеина, линейная зависимость сигнала, детектируемого на длине волны 210 нм, сохраняется в диапазоне их концентраций в анализируемых растворах от 0,0156 до 1,0 мг/мл. Для морфина и кодеина линейная зависимость сигнала, детектируемого на длине волны 210 нм, сохраняется в диапазоне их концентраций в анализируемых растворах от 0,0156 до 0,5 мг/мл.

--------------------------------

<1> Здесь и далее значения концентраций веществ указаны в пересчете на основание.

    Предел  обнаружения  морфина  и  кодеина  в указанных условиях

                                        -8

анализа  составляет  не  менее  5  х  10    г;  предел обнаружения

                                                                -7

героина,  6-моноацетилморфина  и ацетилкодеина - не менее 1 х 10

г.

Анализ экспертных образцов

Первая стадия анализа включает стадию отбора представительной пробы исследуемого образца и ее экстракцию. При этом важен правильный выбор растворителя, используемого в качестве экстрагента.

При этом рекомендуется придерживаться следующего правила: если в исследуемом образце отсутствуют хлорохина дифосфат и/или водорастворимые моно- и дисахариды, то в качестве экстрагента следует использовать подвижную фазу. В случае присутствия в образце указанных компонентов или хотя бы одного из них в качестве экстрагента следует использовать метанол (квалификация не ниже "хч").

    С  учетом вышеизложенного, анализ экспертных образцов проводят

следующим  образом: от представительной пробы исследуемого образца

отбирают  три навески, массу которых определяют с точностью до 0,1

мг.  Каждую навеску помещают в герметично укупориваемую стеклянную

емкость  и заливают соответствующим экстрагентом - подвижной фазой

или  метанолом,  объем  которых  измеряют с точностью до 0,1 мл. В

зависимости от наличия в исследуемом образце определяемых веществ,

а  также  различных  наполнителей  (при  этом учитывают результаты

исследований образца методами ТСХ или хромато-масс-спектрометрии в

сочетании  с  данными  о  его  растворимости в воде и органических

растворителях)   соотношение  массы  пробы  исследуемого образца и

объема  экстрагента  может составлять от 1,0 мг/мл (для достаточно

чистых  образцов, не содержащих значительных количеств посторонних

примесей,  с  общим содержанием определяемых веществ от 80%      и

                                                           масс.

более) до 10,0 мг/мл (для образцов, основными компонентами которых

являются  хлорохина  дифосфат и/или различные наполнители, с общим

содержанием   определяемых   веществ,  не  превышающим  10%     ).

                                                           масс.

Полученные  смеси  интенсивно  перемешивают  в  течение 10 мин., а

затем  дополнительно  выдерживают в ультразвуковой ванне в течение

20   мин.  при  комнатной  температуре.  Приготовленные  экстракты

фильтруют  через мембранный фильтр с размером пор не более 0,5 мкм

(используя специальные наборы для фильтрации проб в ВЭЖХ), а затем

хроматографируют.

Выявление пиков определяемых веществ на хроматограмме экстракта исследуемого образца проводят путем сравнения времен удерживания и УФ-спектров выявленных компонентов с временами удерживания и УФ-спектрами пиков соответствующих соединений на хроматограммах свободных образцов. Для подтверждения идентификации выявленных компонентов применяют "метод добавок".

Расчет концентраций определяемых веществ в экстракте исследуемого образца проводят по соответствующим градуировочным графикам.

    Расчет  массовой  доли  (Х, %     )  определяемого  вещества в

                                 масс.

составе исследуемого образца проводят по формуле:

                            Х = С х V / m х 100,               (2)

где:

С - концентрация определяемого компонента в экстракте навески исследуемого образца, найденная по соответствующему градуировочному графику, мг/мл;

V - объем растворителя, использованного для экстракции навески исследуемого образца, мл;

m - масса навески исследуемого образца, подвергнутая экстракции, мг.

По результатам трех параллельных анализов исследуемого образца рассчитывают средние значения массовой доли определяемых веществ и их доверительные интервалы. Исходя из массы исследуемого образца и среднего значения массовой доли определяемого вещества, рассчитывают количество (массу) каждого определяемого вещества в исследуемом образце.

На рис. 14 представлена хроматограмма экстракта образца "уличного героина", не содержащего примесей фармакологически активных добавок или каких-либо наполнителей. Экстракцию проводили подвижной фазой (при соотношении массы навески образца и объема экстрагента - 1,0 мг/мл).

          Рис. 14. Хроматограмма экстракта пробы образца

       "уличного героина" подвижной фазой (при соотношении

         массы навески и объема экстрагента - 1,0 мг/мл)

          1 - морфин (2,5%     ); 2 - кодеин (3,9%    );

                          масс.                   масс.

   3 - 6-моноацетилморфин (1,0%     ); 4 - героин (70,0%     );

                               масс.                    масс.

     5 - ацетилкодеин (11,6%     ); 6 - папаверин (1,4%     )

                            масс.                      масс.

                      Рисунок не приводится.

    На   рис.  15  представлена  хроматограмма  экстракта  образца

"уличного   героина",   основным   компонентом  которого  является

хлорохина фосфат (не менее 91%     ), а оставшаяся часть (не более

                              масс.

9%     )   приходится   на   смесь  морфина,  6-моноацетилморфина,

  масс.

героина,  ацетилкодеина,  наркотина  и  папаверина. С учетом этого

экстракцию  проводили  метанолом  при  соотношении  массы  навески

образца и объема метанола, равном 10,0 мг/мл.

          Рис. 15. Хроматограмма экстракта пробы образца

       "уличного героина" метанолом (при соотношении массы

           навески и объема экстрагента - 10,0 мг/мл)

      1 - морфин (0,4%     ); 2 - неустановленная примесь;

                      масс.

   3 - 6-моноацетилморфин (1,67%     ); 4 - хлорохина дифосфат

                                масс.

(0,41 мг/мл); 5 - героин (5,60%     ); 6 - ацетилкодеин (1,0%     );

                                  масс.                      масс.

     7 - наркотин (0,01%     ); 8 - папаверин (0,004%     )

                        масс.                        масс.

                      Рисунок не приводится.

Исследование методом ИК-спектроскопии

Метод ИК-спектроскопии может быть применен при исследовании образцов для выявления героина и установления качественного состава некоторых наполнителей (добавок).

Выявление героина

Использование метода ИК-спектроскопии для выявления героина в исследуемых образцах ограничено наличием в них фармакологически активных добавок, способных искажать получаемый ИК-спектр. При отсутствии таковых или их низком содержании несколько миллиграммов исследуемого вещества растворяют в 0,5 - 1 мл дистиллированной воды. Затем к полученному раствору прибавляют 0,5 - 1 мл хлороформа, каплю 25% водного раствора аммиака, осторожно встряхивают и после отстаивания смеси аккуратно отбирают хлороформный слой, стараясь не захватить водный.

    После   упаривания   растворителя   в   сушильном   шкафу  при

температуре  50  °С  сухой  остаток  перетирают  с бромидом калия,

прессуют  в  таблетку  и  снимают ИК-спектр в диапазоне 4000 - 400

  -1                   -1

см   с разрешением 4 см  .

На рис. 16 представлен ИК-спектр героина в форме основания. Если героин находится в объекте в виде гидрохлорида, то его также можно обнаружить методом ИК-спектроскопии после извлечения с помощью хлороформа. Для этого несколько миллиграммов исследуемого вещества обрабатывают 0,5 - 1 мл хлороформа, осторожно встряхивают и после отстаивания смеси аккуратно отбирают хлороформный слой, стараясь не захватить осадок нерастворившегося наполнителя.

Рис. 16. ИК-спектр героина-основания

Рисунок не приводится.

    После упаривания экстрагента в сушильном шкафу при температуре

50  °С  сухой  остаток  перетирают  с  бромидом  калия, прессуют в

                                                              -1

таблетку  и  снимают  ИК-спектр  в  диапазоне  4000  -  400 см   с

                -1

разрешением 4 см  .

На рис. 17 представлен ИК-спектр героина в форме гидрохлорида. Наличие фармакологически активных добавок, растворимых в хлороформе, может искажать полученный спектр.

Рис. 17. ИК-спектр героина в форме гидрохлорида

Рисунок не приводится.

Определение инертных добавок и наполнителей

При необходимости метод ИК-спектроскопии позволяет установить, какие вещества были использованы в качестве наполнителей в исследуемых образцах "уличного героина".

Пробоподготовку проводят в целях удаления из образца наркотически активных компонентов, а также добавок фармакологически активных веществ. Для этого к навеске образца массой 5 - 10 мг добавляют 0,3 - 0,5 мл метанола, который после перемешивания и отстаивания декантируют. Процедуру извлечения повторяют 3 - 4 раза. Не растворившийся в метаноле остаток высушивают в термостате при температуре около 50 °С в течение 30 мин. и исследуют при помощи оптического микроскопа.

    Если  остаток представляет собой смесь кристаллов или аморфных

частиц   разных  типов,  то  их  при  помощи  препаровальной  иглы

разделяют на фракции и исследуют по отдельности на ИК-спектрометре

                             -1                   -1

в  диапазоне  4000  -  400 см   с разрешением 4 см  . Если остаток

однороден,  то  его  исследуют без дополнительного разделения. Для

получения   ИК-спектров   прессуют   таблетки  с  бромидом  калия,

идентификацию  веществ  осуществляют  по  сопоставлению полученных

спектров с библиотечными. В случае наличия в распоряжении эксперта

ИК-микроскопа  необходимость  механического разделения смеси перед

исследованием  отпадает,  так как сканирование проводится с разных

участков отобранной пробы.

На рис. 18 - 21 приведены ИК-спектры наиболее часто встречающихся в "уличном героине" наполнителей.

Рис 18. ИК-спектр крахмала

Рис. 19. ИК-спектр лактозы

Рис. 20. ИК-спектр сахарозы

Рис. 21. ИК-спектр глюкозы

Рисунки не приводятся.

Определение углеводов

Самыми распространенными и доступными наполнителями "уличного героина" являются углеводы - моно-, ди- и полисахариды. Как правило, необходимость установления состава наполнителей возникает при проведении сравнительных исследований нескольких образцов "уличного героина". Для этого можно воспользоваться нижеприведенными методиками с применением качественных цветных реакций, тонкослойной и газовой хроматографии и хромато-масс-спектрометрии.

Пробоподготовку проводят в целях удаления из образца наркотически активных компонентов, а также добавок фармакологически активных веществ. Для этого к навеске образца массой 5 - 20 мг добавляют 0,3 - 0,5 мл метанола, который после перемешивания и отстаивания декантируют. Процедуру извлечения повторяют 3 - 4 раза. Не растворившийся в метаноле остаток высушивают в термостате при температуре около 50 °С в течение 30 мин. и исследуют далее по приведенным методикам.

Определение углеводов методом качественных цветных реакций

Специфичное взаимодействие крахмала с молекулярным йодом позволяет категорично определять наличие в исследуемом веществе крахмала. Для проведения исследования несколько миллиграммов объекта растворяют в 1 мл дистиллированной воды, затем добавляют к полученной смеси несколько капель спиртового раствора йода и встряхивают. Появление темно-синего осадка свидетельствует о наличии в исследуемом объекте крахмала. Крахмал также может входить в состав муки, используемой в качестве наполнителя "уличного героина".

Для установления наличия сахаров несколько миллиграммов исследуемого объекта растворяют в 1 мл 20% раствора соляной кислоты, содержащего 0,1% резорцина. Смесь нагревают на водяной бане при 80 °С в течение 30 мин. Появление розового окрашивания свидетельствует о наличии в исследуемом объекте углеводов.

Определение моно- и дисахаридов методом тонкослойной хроматографии

Отмытый образец исследуемого вещества обрабатывают 0,5 - 1 мл смеси этанол-вода (1:1). Полученную смесь после отстаивания фильтруют через мембранный фильтр. Несколько микролитров отфильтрованного раствора наносят на хроматографическую пластину. Разделение проводят в системе растворителей этилацетат-изопропанол-вода (25:16:8). На эту же пластину наносят растворы свободных образцов углеводов с концентрацией 1,5 - 4 мг/мл.

После окончания хроматографирования пластину сушат в течение 30 мин. при комнатной температуре, затем опрыскивают реактивом N 1 или N 2 (составы проявляющих растворов N 1 и N 2 и способы их приготовления приведены в Приложении).

    После этого обработанную пластину выдерживают в термостате при

100  -  110  °С  в течение 2 - 6 мин. до появления окрашенных зон.

После   проявления  пластины  сравнивают  значения  R   и  окраску

                                                     f

выявленных зон со значениями R  и окраской зон свободных образцов.

                              f

    Для      хроматографирования     используют     пластины     с

немодифицированным слоем силикагеля (такие  как  Silufol, Sorbfil,

Merck).  Значения R  различных углеводов на пластинах Sorbfil ПТСХ

                   f

П-А-УФ и Merck DC-Alufolien Kieselgel 60 F254 приведены в табл. 5.

Таблица 5

             ЗНАЧЕНИЯ R  РАЗЛИЧНЫХ УГЛЕВОДОВ В СИСТЕМЕ

                       f

               ЭТИЛАЦЕТАТ-ИЗОПРОПАНОЛ-ВОДА (25:16:8)

┌─────────────────────────────────┬──────────────────────────────┐

│      Наименование углевода      │         Значение R           │

│                                 │                   f          │

├─────────────────────────────────┼──────────────────────────────┤

│Лактоза                          │             0,18             │

├─────────────────────────────────┼──────────────────────────────┤

│Мальтоза                         │             0,25             │

├─────────────────────────────────┼──────────────────────────────┤

│Сахароза                         │             0,31             │

├─────────────────────────────────┼──────────────────────────────┤

│Глюкоза                          │             0,42             │

├─────────────────────────────────┼──────────────────────────────┤

│Фруктоза                         │             0,46             │

├─────────────────────────────────┼──────────────────────────────┤

│Рамноза                          │             0,62             │

└─────────────────────────────────┴──────────────────────────────┘

Определение моно- и дисахаридов методами газовой хроматографии и хромато-масс-спектрометрии

Отмытый и высушенный образец исследуемого наполнителя обрабатывают 0,3 - 0,4 мл 50% раствора трифторуксусного ангидрида в ацетонитриле и нагревают при 70 °С в течение 30 мин. Подвергшийся обработке образец после отстаивания исследуют методами газовой хроматографии или хромато-масс-спектрометрии.

Идентификация выявленных компонентов производится по индексам удерживания или масс-спектрам при сопоставлении с библиотечными спектрами.

Определение проводят в следующих условиях:

- колонка кварцевая капиллярная длиной 12 - 30 м и диаметром 0,2 - 0,32 мм, с метилсиликоновой стационарной фазой (типа НР-1) либо с метилсиликоновой фазой, содержащей 5% фенильных групп (типа НР-5);

- температура испарителя - 280 °С;

- температура детектора - 290 °С (либо температура интерфейса детектора - 280 °С);

- температура колонки меняется от 50 до 280 °С со скоростью 10 - 15 °С/мин.;

- время выдержки при конечной температуре - 10 мин.;

- газ-носитель - гелий (азот);

- детектор пламенно-ионизационный или масс-спектрометрический;

- ввод пробы осуществляется с делением потока.

На рис. 22 - 25 представлены типичные хроматограммы трифторацетильных производных различных моно- и дисахаридов. Хроматограммы получены на газовом хроматографе Agilent модели 6890N с масс-спектрометрическим детектором модели 5973, с использованием капиллярной колонки НР-5 длиной 30 м и диаметром 0,32 мм.

Рис. 22. Хроматограмма трифторуксусного производного

сахарозы

Рис. 23. Хроматограмма трифторуксусных производных мальтозы

Рис. 24. Хроматограмма трифторуксусных производных лактозы

Рис. 25. Хроматограмма трифторуксусных производных глюкозы

Рисунки не приводятся.

Для выявления моно- и дисахаридов в представленных образцах "уличного героина" вместо трифторуксусного ангидрида можно использовать уксусный ангидрид. Однако в этом случае ацетилирование протекает в более жестких условиях и требует применения катализатора (например, пиридина).

Для получения ацетильных производных отмытый и высушенный образец исследуемого наполнителя обрабатывают 0,5 - 1 мл смеси уксусного ангидрида и пиридина (4:1) и кипятят с обратным холодильником в течение 10 мин. Подвергшийся ацетилированию образец после отстаивания исследуют методом газовой хроматографии или хромато-масс-спектрометрии в аналогичных условиях.

Идентификация выявленных компонентов производится по индексам удерживания или масс-спектрам при сопоставлении с библиотечными спектрами.

В качестве примера на рис. 26 представлена хроматограмма ацетильных производных различных моно- и дисахаридов. Хроматограмма получена на газовом хроматографе Хьюлетт-Паккард-5890 серии II с масс-спектрометрическим детектором Хьюлетт-Паккард-5972, с использованием капиллярной колонки HP-5MS длиной 27 м и диаметром 0,25 мм.

Рис. 26. Хроматограмма модельного образца ацетильных

производных

1, 2 - глюкозы; 3 - маннита; 4 - сорбита; 5 - сахарозы;

6, 7 - маннозы; 8, 9 - лактозы

Рисунок не приводится.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Схема проведения исследования на принадлежность объектов к наркотическому средству включает следующие стадии:

1) внешний осмотр и отбор представительной пробы;

2) проведение исследования теми методами, которые требуются для решения поставленного вопроса, в зависимости от оборудования, имеющегося в распоряжении эксперта;

3) в случае необходимости проведение исследования по определению количества наркотического средства;

4) формулирование выводов.
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Приложение

ПРИГОТОВЛЕНИЕ РЕАКТИВОВ ДЛЯ КАПЕЛЬНЫХ ЦВЕТНЫХ РЕАКЦИЙ

И ПРОЯВЛЕНИЯ ПЛАСТИН ДЛЯ ТОНКОСЛОЙНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

Реактив Марки

Вариант 1: к 1 мл формалина (36% водного раствора формальдегида) при перемешивании осторожно добавляют 9 мл концентрированной серной кислоты.

Вариант 2: к 0,22 г порошка уротропина (гексаметилентетрамина, гексамина) добавляют 1 мл воды и, перемешивая, добавляют 8 мл концентрированной серной кислоты. Приготовленный бесцветный реактив после охлаждения используют для проведения цветных капельных реакций и проявления хроматограмм. Реактив может храниться длительное время в закрытой таре.

Реактив Фреде

К 0,5 г порошка молибдата аммония (натрия) при перемешивании добавляют 10 мл концентрированной серной кислоты. Для полного растворения осадка рекомендуется слегка подогреть полученную смесь. Приготовленный бесцветный реактив используют для проведения цветных капельных реакций и проявления хроматограмм. Реактив хранится в закрытой таре.

Реактив Манделина

К 0,5 г порошка метаванадата аммония (натрия) добавляют 1,5 мл воды и, осторожно перемешивая, добавляют 100 мл концентрированной серной кислоты. Для полного растворения осадка рекомендуется слегка подогреть полученную смесь. Приготовленный прозрачный желто-оранжевый реактив используют для проведения цветных капельных реакций. Реактив хранится в закрытой таре.

Реактив Либермана

К 0,5 г порошка нитрита натрия при перемешивании добавляют 10 мл концентрированной серной кислоты. При добавлении серной кислоты выделяется бурый газ диоксида азота, поэтому данную операцию необходимо проводить под тягой! Свежеприготовленный реактив используют для проведения цветных капельных реакций.

Реактив Драгендорфа

Раствор N 1: 0,2 г нитрата висмута растворяют в 10 мл воды и 2,5 мл уксусной кислоты.

Раствор N 2: 4 г йодида калия растворяют в 10 мл воды.

Смешивают по 10 мл растворов N 1 и 2, затем добавляют 100 мл воды и 20 мл уксусной кислоты. Приготовленный прозрачный желто-оранжевый реактив после охлаждения используют для проявления хроматограмм. Реактив может храниться длительное время в закрытой таре из темного стекла.

Реактивы для проявления углеводов при исследовании методом тонкослойной хроматографии

Реактив N 1: 5 г резорцина растворяют в 25 мл этанола; 2,8 мл концентрированной серной кислоты растворяют в 25 мл воды. Оба раствора смешивают в соотношении 1:1.

Реактив N 2: 1 мл анилина и 1 г дифениламина растворяют в 100 мл ацетона. Перед проявлением пластины к раствору добавляют 10 мл 85% ортофосфорной кислоты. После смешения с ортофосфорной кислотой реактив N 2 необходимо сразу же использовать.

Наборы и мембранные фильтры для фильтрации можно приобрести в ЗАО "БиоХимМак СТ" по адресу: Россия, 119899, Москва, Ленинские горы, МГУ. Тел./факс 939-59-67, 939-58-06, 939-36-66 (www.bcmst.ru; info@bcmst.ru).

