
1. In tro duc tion

The de vel op ment of the pro ce dure de scribed in this
pa per aimed at dis tin guish ing be tween two drugs that
dif fer sig nif i cantly in their prop er ties was a con se -
quence of sus pi cions of the pub lic pros e cu tor’s of fice
that an er ror was be ing made in a fac tory man u fac tur ing
them: am poules marked Corhydron, which should con -
tain hy dro cor ti sone in the form of so dium suc cinate, in
fact con tained a drug called suxamethonium chlo ride –
an ac tive com po nent of Chlorsuccilin. The chem i cal
struc tures of both sub stances are shown in Fig ure 1. 

An am poule of Corhydron® con tains 25 mg, 100 mg
or 250 mg of hy dro cor ti sone in the form of so dium
succinate salt. It is a syn thetic glycocorticosteroid;
a de riv a tive of hy dro cor ti sone, which is sol u ble in wa -
ter. It has anti-in flam ma tory, anti-histaminic, anti-
rheu matic, shock-con trol ling and immunosuppressive
ac tions. It re duces the per me abil ity of cap il lary ves sels 
and de creases oe dema, by in hi bi tion of hialuronidase.
It is used in the treat ment of se ri ously ill pa tients, when 
a glycocorticosteroid has to be ad min is tered im me di -
ately, e.g. in pri mary and sec ond ary adrenocortical
fail ure, shocks (trau matic, post op er a tive, cardio gen ic,
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anaphylactic, post-trans fu sion and post-burn shocks),
se vere spas tic bron chial dis eases (asth matic dis eases),
se vere anti-al ler gic state (va so mo tor Quincke’s oe -
dema), the acute man i fes ta tions of er y thema multi -
forme (Stevens-John son syn drome), and an over sen-
sitive re ac tion to drugs. When the prep a ra tion is used
short-term, it is tol er ated well and the ap pear ance of
side-ef fects is neg li gi ble. Dis tur bances in wa ter/elec -
tro lytes equi lib rium, the musculoskeletal sys tem and
car dio vas cu lar sys tem, dermatosis, as well as gas tro-
in tes ti nal, neu ro log i cal, endocrinological, vi sual, met -
a bolic, psy chic, and haema to logi cal dis tur bances can
oc cur when this drug is ad min is tered [1].

An am poule of Chlorsuccillin® con tains 200 mg of
suxamethonium in the form of chlo ride. Suxa meth -
onium (scoline, chlorsuccilin) is a drug caus ing de -
pola ri sa tion of the myoneural junc tion, and there fore
skel e tal mus cles re lax ation. Af ter in tra ve nous ad min -
is tra tion, ac tion be gins in 30 sec and lasts for about
5 min. It is some times used in in tra mus cu lar in jec tions
(ne o nates and in fants) or submucosal in jec tions
(sublingually). In these cases, the ac tion be gins later
and lasts lon ger. It is bro ken down in the body by
cholinesterase, and is ex creted in an un changed form
in the urine. Dur ing ad min is tra tion of this drug, sub sti -
tute (ar ti fi cial) res pi ra tion must be avail able in case the 
need arises. It is ap plied in tra cheal intubation in gen -

eral an aes thet ics for stri ated mus cles re lax ation in
short-term sur gi cal in ter ven tions, en dos copy, and
electroconvulsive ther apy. It is also used in strych nine
and psychedrine poi son ings. Con tra in di ca tions to its
ad min is tra tion are: oversensitivity to the med i cine, se -
vere liver and kid ney dis eases, my as the nia, ex ten sive
mus cle dam age, shock, dis eases with re duced ac tiv ity
of cholinesterase, and burns. The side-ef fects in clude:
hyperkalemia, dis tur bances of car diac rhythm,
bradycardia, tachy car dia, ven tric u lar fi bril la tion, el e -
va tion of intraocular ten sion, im pair ment of liver func -
tions, mus cle pain (tho rax and ab do men), and
anaphylactic shock. Pro lon ga tion of mus cle re lax -
ation, de pres sion of the car dio vas cu lar sys tem, dis tur -
bances of car diac ac tion and rhythm oc cur with
over dos ing [1]. Treat ment in such cases in cludes,
amongst other things, ar ti fi cial res pi ra tion, ox y gen ad -
min is tra tion, and blood trans fu sion – in or der to in -
crease the amount of cholinesterase. The mon i tor ing
of breath ing ac tiv ity or ap pli ca tion of ar ti fi cial res pi ra -
tion is oblig a tory when the drug is ad min is tered.
Suxamethonium is used in in pa tient health care and its
ad min is tra tion with out a doc tor’s su per vi sion can lead
to death. 

When com par ing the above-men tioned prop er ties
of the two drugs, it can be con cluded that er ro ne ous
ad min is tra tion of suxamethonium in stead of hy dro cor -
ti sone may lead to se ri ous con se quences, in clud ing the 
death of a pa tient. For this rea son, the pub lic pros e cu -
tor con duct ing the in ves ti ga tion un der took ac tion to
have Corhydron com pletely with drawn from the mar -
ket, and on No vem ber 9th, 2006, the Min is try of Health 
or dered all Corhydron batches to be with drawn. They
ap pealed to all per sons tak ing this drug to re turn it to
phar ma cies. In de pend ently of these ac tions, po lice of -
fi cers tried to con tact per sons tak ing Corhydron (the
pre scrip tions con tained the ad dresses). It was es ti -
mated that some 5000 out of 6609 pack ages man u fac -
tured in the most “sus pect” batch – 010706 – were still
in pa tients’ med i cine cab i nets or in health ser vice cen -
tres. Be cause it was im pos si ble to de ter mine how
many am poules were in cor rectly filled or marked, the
de ci sion was taken to ex am ine all am poules. Each
Corhydron pack age con tains five am poules, thus the
pre lim i nary es ti mated num ber of am poules (to be ex -
am ined) was some 25,000. There fore, there was a need 
to de velop a pro ce dure for ex am i na tion of the con tent
of Corhydron am poules that would al low in ves ti ga tion 
of all sus pected batches of this prep a ra tion within the
space of sev eral months. 
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Fig. 1. Chem i cal struc tures of: a) hy dro cor ti sone succinate,
b) suxamethonium chlo ride.



2. Ma te rial and met hods

Stan dards of suxamethonium chlo ride and hy dro -
cor ti sone so dium succinate pur chased from Sigma-
Aldrich, Poznañ, Po land were used in the de vel op ment 
of meth ods of their iden ti fi ca tion and de ter mi na tion.
Chlorsuccillin® and Corhydron®, man u fac tured by Jelfa
(Jelenia Góra, Po land), orig i nat ing from other than
ques tioned batches, were used for test ing of de vel oped 
meth ods.

Ex am i na tions by means of gas chro ma tog ra phy
cou pled to mass spec trom e try (GC-MS) were per -
formed us ing 6890 N ap pa ra tus man u fac tured by
Agilent (USA) equipped with a 5973 Net work mass
spec trom e ter. Sep a ra tion was car ried out on an
HP-5MS col umn (30 m ´  0.25 mm ´  0.25 mm), at pro -
grammed oven tem per a ture: 40oC for 7 min, then in -
creased at a rate of 10oC/min to 275oC, fol lowed by
main tain ing at max i mum tem per a ture for 9.5 min (to -
tal anal y sis time – 40 min). He lium was used as the
car rier gas, with a flow ve loc ity of 1 ml/min. Elec tron
ion is ation mode was ap plied. Full mass range, m/z
from 10 to 600 amu, was mon i tored. The sam ples for
anal y sis by GC-MS were pre pared by dis so lu tion in
meth a nol.

Ex am i na tions by high-per for mance liq uid chro ma -
tog ra phy (HPLC) were car ried out us ing LaChrom ap -
pa ra tus (Merck-Hitachi), equipped with a di ode-ar ray
de tec tor (DAD). Sep a ra tion was per formed on a Chro -
molith RP-18e mono lithic col umn (Merck, Darmstadt, 
Ger many). An aque ous so lu tion of phos pho ric acid at
a con cen tra tion of 0.1 ml/l (phase A) and acetonitrile
(phase B) were used as the elu ents. Anal y ses were per -
formed in gra di ent con di tions: 0 min – 100%A,
20 min – 100%B, 21 min – 100%A, 26 min – 100%A.
UV-VIS spec tra were ob tained in the range from
200 nm to 400 nm. A chromatogram at 245 nm was re -
corded ad di tion ally. Sam ples for HPLC anal y ses were
pre pared by dis so lu tion in 0.1 ml/l aque ous so lu tion of
phos pho ric acid.

In ves ti ga tions by means of liq uid chro ma tog ra phy
cou pled to mass spec trom e try (LC-MS) were car ried
out us ing an HP 1100 Se ries LC Sys tem man u fac tured
by Hewlett-Packard. Sep a ra tion was done on a Li-
Chro CART (125 ´  4 mm) col umn with Purospher
RP-18e fill ing. The mo bile phase was com posed of
acetonitrile and an aque ous so lu tion of for mic acid at
a con cen tra tion of 1 mg/ml. Stud ies were also per -
formed with the use of flow-in jec tion anal y sis (FIA) at
fragmentor volt ages of 30, 60 and 100 V. Chem i cal
ion is ation un der at mo spheric pres sure (APCI) was ap -
plied. Data were col lected by se lected ions mon i tor ing

(SIM mode) and to tal ion cur rent mon i tor ing (mass
range m/z 50–400).

Anal y ses by Fou rier trans for ma tion in fra red spec -
trom e try (FT-IR) were per formed us ing Av a tar 370
ap pa ra tus man u fac tured by Thermo Nicolet Co. (USA),
which was equipped with an adapter that al lows mea -
sure ments to be made by the at ten u ated to tal ref lec -
tance (ATR) tech nique. Mea sure ments were car ried
out in stan dard con di tions, at a res o lu tion equal to 4.
Spec tra were col lected in the range 4000–400 cm–1,
and the num ber of scans was 32. The ap pa ra tus was
equipped with a DTGS KBr de tec tor. 

3. Re sults and di scuss ion

3.1. Se lec tion of anal yti cal met hods

The de vel op ment of a method for dis tin guish ing
be tween hy dro cor ti sone succinate and suxameth o -
nium chlo ride started from ap pli ca tion of a rou tine
pro ce dure of drug ex am i na tions used in the Al co hol
and Drugs Sec tion of the In sti tute of Fo ren sic Re -
search. It in volves quan ti ta tive anal y sis by GC-MS,
fol lowed by con fir ma tion of the ob tained re sults and,
even tu ally, quan ti ta tive anal y sis by HPLC. 

On a chromatogram of hy dro cor ti sone succinate
stan dard ex am ined by GC-MS, a peak of re ten tion
time 34.31 min was ob tained. Its mass spec trum was
con sis tent with the mass spec trum of hy dro cor ti sone
from the G1039C Pfleger/Mau rer/Weber Drugs Da ta -
base (five of the most in ten sive peaks with m/z: 163,
123, 302, 79, 78). Three chro mato graphic peaks of
sim i lar mass spec tra were ob tained in the anal y sis of
suxamethonium chlo ride per formed in the ap plied
con ditions. The re ten tion times of the men tioned peaks 
were: 5.07 min, 19.16 min and 23.30 min. An ion with
m/z 58 pre vailed de cid edly in the mass spec tra. Their
com par i son with spec tra con tained in the men tioned
da ta base in di cated a struc tural sim i lar ity with frag -
ments of the suxamethonium mol e cule; how ever, the
re sults of iden ti fi ca tion were not de fin i tive (the ob -
tained peaks pre sum ably rep re sent prod ucts of suxa -
methonium de com po si tion in the in jec tion port of the
chromatograph). Many doubts were raised con cern ing
the shapes of the ob tained chro mato graphic peaks,
which were not sym met ri cal, and the low sen si tiv ity of 
the GC-MS method in re la tion to suxamethonium
chlo ride. Iden ti cal re sults were ob tained for test sam -
ples of Corhydron and Chlorsuccilin. For these rea -
sons, it was de cided that the GC-MS method would not 
be the ba sic method for ana lys ing the con tent of the
ques tioned Corhydron am poules. 
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Anal y sis of the hy dro cor ti sone succinate stan dard
by HPLC in the con di tions de scribed in the “Ma te rial
and meth ods” sec tion al lowed us to ob tain a peak of re -
ten tion time 11.57 min on the chromatogram. The
UV-VIS spec trum had one ab sorp tion max i mum at
244 nm. The shape of this spec trum was con sis tent
with the spec trum of the hy dro cor ti sone stan dard from
the spec trum li brary. Next, the test sam ples of Cor -
hydron prep a ra tion were sub jected to anal y sis. Two
ad di tional peaks of re ten tion time 10.42 min and
10.67 min oc curred on the chromatograms of these
sam ples. Their UV-VIS spec tra were iden ti cal to those 
de scribed above. The hy poth e sis that these peaks were
prod ucts of the de com po si tion of hy dro cor ti sone
succinate dur ing stor age was ac cepted. In or der to ver -
ify this hy poth e sis, ad di tional re search aimed at as -
sess ment of the pos si bil ity of hy dro cor ti sone succinate 
de com po si tion over time, es pe cially af ter its dis so lu -
tion, was per formed. Re sults of these ex am i na tions
could be of great prac ti cal sig nif i cance, be cause res i -
dues of dis solved sam ples from Corhydron am poules
were sub mit ted for in ves ti ga tion at the In sti tute and
the time pe riod be tween drug use and drug ex am i na -
tion in the In sti tute ranged from sev eral weeks to sev -
eral months. In or der to ver ify the above hy poth e sis,
the con tent of two Corhydron am poules was dis solved
ac cord ing to in struc tions on the pack age, and then the
ob tained so lu tions were fur ther di vided into two sam -
ples (i.e. a to tal of four sam ples). Af ter pre lim i nary
anal y sis, two sam ples were placed in a fridge (4oC),
and an other two were stored at room tem per a ture (ca
25oC). Then for 4 weeks, at weekly in ter vals, a bit of
so lu tion was col lected from each sam ple and sub jected 
to anal y sis. Se lected re sults are pre sented in Fig ure 2.

Slow de com po si tion of hy dro cor ti sone succinate
oc curred dur ing stor age of so lu tions, both at room
tem per a ture and at a tem per a ture low ered to 4oC. The
height of the par ent sub stance peak was low ered, while 
the heights of peaks prob a bly orig i nat ing from de com -
po si tion prod ucts were height ened. It has to be men -
tioned that sig nif i cant dif fer ences be tween sam ples
stored at 25oC and 4oC were not ob served. It can be
con cluded on the ba sis of the per formed stud ies that
decomposition of hy dro cor ti sone succinate pres ent in
Corhydron prep a ra tion is not in ten sive, and there fore
it is pos si ble to per form iden ti fi ca tion stud ies sev eral
months af ter dis so lu tion of this sub stance in an ap pro -
pri ate sol vent (wa ter for so lu tions). 

Un for tu nately, the ex am i na tions of suxa meth o -
nium chlo ride stan dard did not yield pos i tive re sults.
This is not sur pris ing, be cause the chem i cal struc ture
of this com pound does not con tain chromophoric
groups, which are re spon si ble for the for ma tion of ab -
sorp tion bands in the UV-VIS spec trum. Thus, it was
con cluded that the HPLC method is a good choice
when anal y sis is aimed at con fir ma tion of the pres ence
(or pos si bly ab sence) of hy dro cor ti sone succinate in
a sam ple and its quan ti ta tive anal y sis (the ob tained
peaks were sym met ri cal, had Gaussi an shape, the sen -
si tiv ity and pre ci sion of the method was ap pro pri ate),
but it does not al low anal y sis for the pres ence of
suxamethonium chlo ride in a sam ple. 

Then, the au thors de cided to con tinue the stud ies
by means of liq uid chro ma tog ra phy, and the di ode-ar -
ray de tec tor was re placed by a mass spec trom e ter.
A char ac ter is tic pro file was ob tained for a frag men tary 
ion with m/z = 363 in a flow-in jec tion anal y sis of hy -
dro cor ti sone succinate at dif fer ent fragmentor volt -
ages. Anal y sis of a suxamethonium chlo ride stan dard
in iden ti cal con di tions al lowed us to ob tain a char ac -
ter is tic pro file for a frag men tary ion with m/z = 190.
These profiles are presented in Figures 3 and 4. 

The re sults ob tained for the stan dards of hy dro cor -
ti sone succinate and suxamethonium chlo ride were
con firmed by anal y sis of the ap pro pri ate test sam ples.
LC-MS turned out to be a very good method of ex am i -
na tion of both the above-men tioned com pounds.
LC-MS with flow-in jec tion anal y sis is a very sen si tive 
method, and, par a dox i cally, this turned out to be a dis -
ad van tage in the dis cussed ap pli ca tion. In or der to pre -
vent car ry over of the sam ples, it was nec es sary to rinse 
the in stru ment for a very long time af ter each anal y sis,
and this pro longed the an a lyt i cal pro cess sig nif i cantly. 
It was also pos si ble to di lute the sam ples be fore anal y -
sis, but this would also be a time-con sum ing pro cess.
Thus, it was de cided that LC-MS would be used as
a con fir ma tory method for the se lected sam ples. 
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Fig. 2. The re sults of a sta bil ity study of hy dro cor ti sone
succinate.



The FT-IR method is used in the Al co hol and
Drugs Sec tion of the In sti tute of Fo ren sic Re search for
ex am i na tion of un known sam ples, be cause most che -
m i cals have a char ac ter is tic spec trum in the me dium
in fra red re gion. So, the pos si bil ity of its ap pli ca tion to
dis tin guish ing be tween hy dro cor ti sone succinate and
suxamethonium chlo ride was tested. It turned out that
the au thors “hit the jack pot”. IR spec tra of both sub -
stances are shown in Fig ure 5. 

As is seen in Fig ure 5, the spec tra of hy dro cor ti -
sone succinate and suxamethonium chlo ride dif fer sig -
nif i cantly. These dif fer ences are vis i ble both in the
range 4000 cm–1–2500 cm–1, where, amongst other
things, a band of the vi bra tions of the C–N bond in
the –N(CH3)3 group of suxamethonium chlo ride and
a band of the hydroxyl group of hy dro cor ti sone suc -
cinate are ob served, and in the range 1800 cm–1–
600 cm–1, which is also known as the “sam ple fin ger -
print”. The used in stru ment was equipped with an
adapter en abling mea sure ment by the at ten u ated to tal
reflectance (ATR) tech nique, thus it was not nec es sary 
to dis solve sam ples be fore anal y sis (sam ples col lected
from am poules were ex am ined di rectly). This means
that the sam ple prep a ra tion pro cess was very lim ited in 
this case, con sist ing in am poule open ing and trans fer
of a part of its con tent onto the mea sure ment stage, us -
ing a dis pos able spat ula. The stage was rinsed with
meth a nol af ter each mea sure ment and the back ground
sig nal was mea sured be fore each sam ple. 

3.2. Anal y sis of evi dent ial sam ples

The fol low ing pro ce dure for ev i den tial sam ples ex -
am i na tion was de vel oped on the ba sis of the pre lim i -
nary stud ies de scribed above. In ex am i na tion of the
lyophilised pow ders from Corhydron am poules,
FT-IR was a pri mary method. If the re sult gave rise to
doubts, es pe cially when it was sus pected that the ex -
am ined pow der con tained suxamethonium chlo ride,
anal y sis by means of LC-MS was per formed. In such
a case, the re sult was ad di tion ally con firmed by means
of HPLC and/or GC-MS. In ex am i na tion of pow der
res i dues from am poules, es pe cially when it was im -
pos si ble to col lect a sam ple for mea sure ment by
FT-IR, their con tent was rinsed with meth a nol and the
washings were sub jected to anal y sis by means of
GC-MS and HPLC. If it was sus pected that a for eign
sub stance, i.e. suxamethonium chlo ride, could be pres -

Problems of Forensic Sciences 2007, LXX, 161–172

Development of an analytical procedure for distinguishing... 165

0                 4                 8                12
Time [min]

5

             

4

3

2

1

0                                

In
te

n
si

ty

30 V

60 V

100 V

Fig. 3. FIA sig nal of hy dro cor ti sone succinate for a frag men -
tary ion with m/z = 363.
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Fig. 4. FIA sig nal of suxamethonium chlo ride for a frag men -
tary ion with m/z = 190.

Fig. 5. Com par i son of IR spec tra of hy dro cor ti sone succinate 
and suxamethonium chlo ride.



ent in the am poule, con fir ma tory anal y sis by the
LC-MS method was per formed. 

As was shown in Fig ure 5, the spec tra of hy dro cor -
ti sone succinate and suxamethonium chlo ride dif fer
sig nif i cantly and dis tin guish ing which of the men -
tioned sub stances is pres ent in the am poule did not
cause big prob lems. The spec tra of both sub stances
were ana lysed in de tail by means of chemometric
meth ods, be cause of doubts on the part of the pub lic
pros e cu tor’s of fice as to whether some am poules con -
tain ing hy dro cor ti sone succinate were con tam i nated
by suxamethonium chlo ride, e.g. dur ing pro duc tion. It
is known that each mea sure ment is bur dened with
a ran dom er ror and of ten dif fer ent re sults are ob tained
when ana lys ing the same sam ple. How ever, these dif -
fer ences are usu ally small and stem from method er ror. 
Ex am i na tion of dif fer ent sam ples con tain ing the same
sub stance, pre pared in the same batch or dif fer ent
batches, can also lead to dif fer ent re sults. In this case
er rors oc cur con nected with intra- and inter-batches
het er o ge ne ity of the ma te rial. Chemometric meth ods
al low fast and sim ple as sess ment of these scat ters and
de tec tion of so-called out li ers. Their use also al lows
quan ti fi ca tion of the dif fer ences be tween sam ples. The 
re sults of clus ter anal y sis (CA) and prin ci pal com po -
nent anal y sis (PCA) are pre sented in Fig ures 6 and 7.
Raw data from FT-IR anal y sis was used for cal cu la -
tions by means of chemometric meth ods – i.e. ap pro -
pri ate an a lyt i cal sig nals (absorbances) were as signed
to par tic u lar wave lengths. The Pearson cor re la tion co -
ef fi cient was used for as sess ment of dis tances be tween 
spec tra in clus ter anal y sis. The Ward method was ap -
plied to the ag glom er a tion of clus ters. This uti lises the
anal y sis of vari ance for as sess ment of dis tances be -
tween groups and is based on mini mi sa tion of the sum
of squares be tween the clus ters, which can be formed
at each step. 

As can be seen in Fig ure 6, the ex am ined sam ples
are di vided into two clus ters, which dif fer to a large
ex tent. The dis tance be tween them is more than
100 times greater than be tween ob jects within the clus -
ters. These re sults in di cate that the ex am ined am -
poules of Corhydron con tained two sub stances with
sig nif i cantly dif fer ent FT-IR spec tra. None of the sam -
ples was lo cated out side or be tween clus ters, and,
there fore, the pres ence of an other, third sub stance was
ruled out, and, equally im por tantly, no sam ples with
“mixed” com po si tion were found. The per formed
chro mato graphic anal y ses in di cated that the sam ples
from the clus ter la belled “H” con tained hy dro cor ti -
sone succinate, whereas clus ter “S”– suxamethonium
chlo ride. 

Two sep a rate groups were also ob tained as a re sult
of prin ci pal com po nent anal y sis. In the plot of the first
two com po nents, which ex plained 98.8% of vari ance,
three po ten tial out li ers – one in group “S” and two in
group “H” – can be ob served. The sam ple from group
“S” dif fered from the oth ers that were sub jected to the
anal y sis, as it was de liv ered to the In sti tute in the form
of a so lu tion. It was evap o rated, and then ana lysed.
The dif fer ences be tween sam ples from group “H” can
re sult e.g. from dif fer ent wa ter con tent. The re sults of
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Fig. 6. Clus ter anal y sis of con tent of Corhydron am poules:
a) full dendrogram, b) en larged lower part of the dendrogram.
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Fig. 7. Prin ci pal com po nent anal y sis of con tent of
Corhydron am poules.



the ex am i na tion of sam ples from group “S” by GC-MS 
and LC-MS are pre sented in Fig ures 8 and 9. 

As can be seen in Fig ures 8 and 9, the ex am ined
sam ple con tained only suxamethonium chlo ride. Iden -
ti cal chro mato graphic anal y ses of sam ples cor re spon -
d ing to two po ten tial out li ers of group “H” in di cated
that they con tained only hy dro cor ti sone succinate.

These re sults show the high ef fi ciency of the devel -
oped pro ce dure for the ex am i na tion of Corhydron am -
poules con tent. 

4. Con clu sions

The FT-IR method in con junc tion with che mo -
metric anal y sis was an ex cel lent tool for ex am i na tion
of the com po si tion of pow ders and it al lowed us to
draw un am big u ous con clu sions about the con tent of
Corhydron am poules. Re gard less of the very good re -
sults of iden ti fi ca tion of Corhydron am poules con tent
by the FT-IR method, con fir ma tory anal y ses were also
per formed by means of chro mato graphic meth ods, as
is com mon prac tice in fo ren sic tox i co log i cal lab o ra to -
ries. GC-MS, HPLC and LC-MS con firmed the re sults
ob tained by the FT-IR method in each of the cases.

The de vel oped pro ce dure of anal y sis of Corhydron
am poules con tent proved to be very ef fec tive. It al lows 
anal y sis of some 2,000–2,500 sam ples a month. Up to
now, the com po si tion has been other than de clared (i.e. 
Corhydron am poules con tained suxamethonium chlo -
ride in stead of hy dro cor ti sone succinate) in 24 Cor -
hydron am poules out of more than 5,000 ex am ined
sam ples. 

When the re quired num ber of anal y ses is higher
than de scribed above, it is pos si ble to ap ply near in fra -
red (NIR) spec trom e try. An ad di tional ad van tage of
this method is the pos si bil ity to per form mea sure ments 
with out open ing am poules, which ad di tion ally short -
ens the time of anal y sis. 

Re fer ence

1. Pharmindex, CMP Medica Po land, Warszawa 2006.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXX, 161–172

Development of an analytical procedure for distinguishing... 167

Fig. 8. GC-MS chromatogram of “sus pected” sam ple. 
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Fig. 9. A com par i son of the LC-MS chromatogram and mass 
spec tra of a “sus pected” sam ple and suxamethonium chlo -
ride stan dard.
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1. Wst êp

Przed staw ione w ni niejs zym ar tyk ule oprac owa nie
pro ced ury roz ró¿ nia nia dwó ch lek ów znacz¹co ró¿ ni¹ -
cych siê w³aœciwoœciami wyniknê³o ze wzglêdu na po -
dejr zenia pro kur atu ry, ¿e w fa bryce je pro duk uj¹cej do -
sz³o do pomy³ki, w wy niku kt órej w ampu³kach ozna -
czo nych „Cor hyd ron”, któ re po winny za wier aæ  hydro -
kortyzon w po staci soli so dow ej bursz tyn ianu, zna laz³ siê 
lek o na zwie chlo rek suk sam eto nium, któ ry jest  sk³adni-
 kiem czyn nym pre par atu „Chlor succ ilin”. Wzo ry struk -
tur alne obu sub stanc ji przed staw iono na ry cin ie 1. 

Ampu³ka pre par atu Cor hyd ron® za wiera w swo im
sk³adzie 25 mg, 100 mg lub 250 mg hy drok orty zonu
w po staci soli so dow ej bursz tyn ianu. Jest to syn tet yczny
gli kok orty kos ter oid, po chodna hy drok orty zonu roz pusz -
c zalna w wo dzie. Wy wiera dzia³anie prze ciwz apa lne,
prze ciwa lergi czne, prze ciwr euma tyc zne, prze ciww strz¹ - 
sowe oraz im mun osu pre syjne. Ha muj¹c dzia³anie  hialu -
ronidazy, wstrzy muje on przepu szc zalnoœæ naczyñ w³o -
sow aty ch i zmniej sza obrzêk. Sto sow any jest w le czen iu
pa cjen tów w ci ê¿kim sta nie, wy mag aj¹cych szyb kiego
poda nia gli kok orty kos ter oidu, np. w pier wotn ej lub wtór -
nej nie dom odze kory nad nerc zy, sta nach wstrz¹so wych
(wstrz¹s po uraz owy, po oper acy jny, kar diog enny,  anafi -
laktyczny, po przet ocz enio wy, po opar zeni owy), ci ê¿ki ch
sta nach spa styczn ych oskrzeli (stan astm aty czny),
ostrych sta nach alerg iczny ch (obrzêk na czyn ioru cho wy
Qu inck ego), ci ê¿ki ej po staci ru mien ia wie lop ost acio we -
go (zes pó³ Stevens-John sona) oraz ostrej re akc ji  nad -
wra¿ liwoœci na leki. Pre par at za stos owa ny kr ótko trw ale
jest do brze to ler owa ny, a wyst¹pie nie dzia³añ nie po¿¹da -
nych jest ma³o praw dop odo bne. Pod czas u¿y wania go
mog¹ wyst¹piæ za bur zenia wod no-elekt roli towe, uk³adu
miêœn iowo-szkie let owe go, ¿o³¹dkowo-je lit owe, zmia ny
skór ne, za bur zenia neu rol ogi czne i en dok ryno log icz ne,
za bur zenia do tycz¹ce narz¹du wzro ku, za bur zenia me -
tab oli czne, psy chiczne, uk³adu ser cowo-na czyn iowe go
czy he mat olo gic zne [1].

Ampu³ka pre par atu Chlor succ illin® za wiera 200 mg
suk sam eto nium w po staci chlor ku. Suk sam eto nium (sko -
lina, chlor sukc yli na) jest le kiem po wod uj¹cym  depola -
ryzacjê p³ytki ner wowo-miê œni owej, a tym sa mym zwiot - 
cze nie miê œni szkie let owy ch. Po poda niu do¿y lnym za -
czyna dzia³aæ w ci¹gu 30 s. Dzia³anie to utrzym uje siê
oko³o 5 min. Bywa sto sow any we wst rzy kni êciach do -
miêœniowych (no wor odki i ni emo wlêta) lub po dœl uzów -
kowych (okol ica podj êzy kowa); wte dy ujawn ia dzia³anie 
po d³u¿szym cza sie i jest ono d³u¿s ze. W or gan izm ie
ulega roz pad owi pod wp³ywem cho lin est erazy, w ma³ej

ilo œci wy dala siê z mo czem w sta nie nie zmien ionym.
Pod czas sto sow ania tego œro dka ko nieczna jest mo ¿ -
liwoœæ wd ro¿enia od dec hu za stê pczego. Sto sow any jest
w in tub acji do tchaw icz ej w znie czul eniu ogól nym do
zwiot czen ia miêœni po przeczn ie pr¹¿k owanych w kr ót -
kich za bieg ach chi rurg iczny ch, en dos kopii i  elektro wstrz¹-
 sach. Jest ró wni e¿ sto sow any przy za truc iu strych nin¹
i psy ched ryn¹. Prze ciww skaza nia mi do jego przy jêcia s¹: 
nadw ra¿l iwoœæ na lek, ciê¿ kie scho rzen ia w¹tro by i ne -
rek, mia sten ia, roz leg³e uszkod zenia miêœni, wstrz¹s,
cho roby prze bieg aj¹ce ze zmniej szen iem aktywn oœci
cho li nes tera zy, opar zenia. Dzia³aniami niepo¿¹da nymi
s¹: hi perk ali emia, za bur zenia ryt mu ser ca, bra dyk ardia,
czê sto skur cz, mi got anie ko mór, po dwy ¿sz enie ci œni enia
œr ódga³ko wego, up oœl edzenie cz ynn oœci w¹tro by, ból
mi êœni (klat ka pier siowa i brzuch) oraz wstrz¹s anaf il ak -
tycz ny. Przy przedaw kow aniu do chod zi do przed³u¿enia
sta nu zwiot czen ia miêœni, de pres ji uk³adu kr¹¿e nia, za -
burz eñ ak cji i ryt mu ser ca [1]. Le czen ie w ta kim przy -
padku obejm uje m.in. sztucz ne od dyc hanie, po daw anie
tle nu oraz prze tac zanie krwi dla zwiê ksz enia iloœ ci cho -
lin est erazy. Pod czas sto sow ania leku obo wi¹zuje kon -
trola czy nnoœ ci od dec howej lub sto sow anie kon trolo-
wa nego od dec hu. Suk sam eto nium jest le kiem sto sow a -
nym w lecz nict wie zamk niêt ym i jego poda nie bez nad -
zoru le kar za mo¿e pr owa dziæ do zgo nu. 

Porównuj¹c wy mien ione po wy¿ej w³as noœci obu le -
ków, mo ¿na st wier dziæ, ¿e omy³kowe poda nie suk sam e -
to nium za miast hy drok orty zonu mo¿e pr owad ziæ do bar -
dzo po wa¿n ych kon sek wencji, w³¹cznie ze zgo nem pa -
cjenta. Z tego wz glêdu pro kur ator pro wadz¹cy œle dztwo
podj¹³ dzia³ania zmie rzaj¹ce do ca³ko wit ego wy cof ania
pre par atu Cor hyd ron z ryn ku. W dniu 9 li stop ada 2006 ro -
ku Mi nis terst wo Zdro wia na kaza³o wy cof anie wszyst -
kich par tii Cor hyd ronu. Za apel owa no do wszyst kich
osób przyj muj¹cych ten lek o jego zwrot do ap tek. Nie -
zal e¿n ie od tych dzia³añ, po lic ja na pod staw ie adr esów
poda nych na re cept ach sta ra³a siê dot rzeæ do osób przyj -
muj¹cych Cor hyd ron. Jak sza cow ano, z 6609 opa kow añ
wy prod uko wan ych w naj bard ziej „po dejr zanej” par tii
o nu me rze 010706, oko³o 5000 znaj dowa³o siê nadal
w rê kach pacjentów i jed nos tek s³u¿by zdro wia. Po nie -
wa¿ nie by³o mo¿l iwe stwier dzen ie, jaka licz ba ampu³ek
zo sta³a omy³kowo nape³nio na lub oznac zona,  postano -
wio no pr zeba daæ za wart oœæ wszyst kich za bezp iecz onych 
ampu³ek. Ws têpna, sza cunk owa licz ba ampu³ek prze z -
nac zony ch do ba dan ia wy nosi³a za tem oko³o 25 000, po -
niewa¿ jed no opak owa nie Cor hyd ronu za wiera piêæ am -
pu³ek. Za istn ia³a za tem po trzeba oprac owa nia pro ced ury
anal izy zawa rto œci ampu³ek Cor hyd ronu, któ ra w okres ie
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kil ku mie siêcy umo ¿liwi³aby spraw dzen ie ca³ej  podej -
rzanej par tii tego pre par atu.

2. Ma ter ia³ i me tody

Przy oprac owa niu me tod ident yfi kac ji oraz oznac za -
nia chlor ku suk sam eto nium oraz soli so dow ej bursz tyn ia -
nu hy drok orty zonu wy kor zyst ano wzor ce tych sub stanc ji 
za kup ione w fir mie Sig ma-Al dr ich Sp. z o.o., Po zn añ,
Pol ska. Do te stow ania oprac owa nych me tod  wykorzy -
stano pre par aty Chlor succ illin® i Cor hyd ron®  wypro du -
kowane przez firmê Jel fa (Je len ia Góra, Pol ska), po cho -
dz¹ce z in nych ni¿ kwe stion owa ne par tii lek ów.

Ba dan ia me tod¹ chro mat ogr afii ga zow ej sp rzê ¿onej
ze spek trom etri¹ mas (GC-MS) pro wad zono przy u¿y ciu
apar atu 6890 N fir my Agil ent (Sta ny Zjed noc zone) po -
³¹czo nego ze spek trom etr em ma sow ym 5973 Ne twork.
Roz dzia³ by³ pro wad zony na ko lumn ie HP-5MS (30 m ´
0,25 mm ́  0,25 mm) w pro gram owa nej tem per atu rze pie -
ca: 40oC przez 7 min, na stepnie wzrost z szybkoœci¹
10oC/min do 275oC, po czym utrzym ywa nie w  maksy -
malnej tem per atu rze przez 9,5 min (ca³ko wity czas anal i -
zy – 40 min). Jako gazu noœn ego u¿yto helu o szyb koœ ci
przep³ywu 1 ml/min. Sto sow ano elekt rono wy sposób jo -
niz acji. Mo nit oro wano ca³y za kres mas m/z od 10 do
600 amu. Pr óbki do anal izy me tod¹ GC-MS przy got owy -
wano po przez roz puszc zenie w me tan olu.

Ba dan ia me tod¹ wy sok osp rawnej chro mat ogr afii cie -
czow ej (HPLC) do kon ano przy u¿ yciu apar atu La Chrom
(Merck-Hi tac hi) wy pos a¿onego w de tekt or sze re gu diod
(DAD). Roz dzia³ sub stanc ji by³ pro wad zony na  kolum -
nie mo nol ity cznej Chro mol ith RP-18e Co lumn (Merck,
Darm stadt, Niem cy). Jako elue nty sto sow ano: 0,1 ml/l
wod ny roz twór kwa su fos for owe go (A) i acet oni tryl (B).
Anal izy pro wad zono w wa runk ach  gradiento wych: 0 min –
100%A, 20 min – 100%B, 21 min – 100%A, 26 min –
100%A. Wid mo UV-VIS zbie rano w za kres ie od 200 nm
do 400 nm, do datk owo re jes truj¹c chro mat ogr am przy
d³ugoœ ci fali 245 nm. Prób ki do  ana li zy me tod¹ HPLC
przy got owy wano po przez  rozpusz czenie w wod nym roz -
twor ze kwa su fos for owe go o stê¿en iu 0,1 ml/l.

Ba dan ia me tod¹ chro mat ogr afii cie czow ej spr zê¿o nej 
ze spek trom etri¹ mas (LC-MS) do kon ano, u¿ ywaj¹c ze -
stawu HP 1100 Se ries LC Sys tem fir my He wlett-Pac kart.
Roz dzia³ by³ pro wad zony na ko lumn ie Li ChroC ART
(125 ´  4 mm) z wype³nie niem Pu ros pher RP-18e. Fazê
ru chom¹ sta nowi³ acet oni tryl oraz wod ny roz twór kwa su
mró wkowego o stê ¿eniu 1 ml/l. Ba dan ia pro wad zono,
wy kon uj¹c ró wni e¿ an ali zê przep³ywowo-wstrzy kow¹
(FIA) przy napiêc iach frag ment ora wy nosz¹cych 30, 60
i 100 V. Sto sow ano jon iza cjê che miczn¹ pod ciœ nieniem
at mosf ery cznym (APCI). Dane zbie rano po przez mo nit o -
ro wan ie wy bran ych jo nów (tryb SIM) oraz za kresu mas
m/z 50–400 (ang. to tal ion cur rent).

Ba dan ia me tod¹ spek trom etr ii w pod czerw ieni z trans -
form acj¹ Fo uriera (FT-IR) pro wad zono przy u¿y ciu  apa -
ra tu Ava tar 370 fir my Ther mo Ni col et Co. (USA), kt óry
by³ wy pos a¿ony w pr zys tawkê um o¿l iwiaj¹c¹ po miar
tech nik¹ t³umion ego wewnê trz nego od bic ia (ATR). Po -
miary pro wad zono w wa runk ach stan dard owy ch, przy
rozd ziel czo œci wy nosz¹cej 4. Wid mo zbie rano w  zakre -
sie 4000–400 cm–1, licz ba skan ów wy nosi³a 32. Apar at
wypo sa¿ony by³ w de tekt or DTGS KBr. 

3. Wy niki i ich om ówi enie

3.1. Wyb ór me tod anal ity cznych

Oprac owa nie me tody ro zró ¿niania bursz tyn ianu hy -
drok orty zonu i chlor ku suk sam eto nium roz poc zêto od
za stos owa nia stan dard owej pro ced ury ba dan ia le ków
w Pra cowni Ba dan ia Al koh olu i Na rko tyk ów In styt utu
Eks pert yz S¹do wych. Zak³ada ona prze prow adz enie ana -
l iz jako œciowych za po moc¹ me tody GC-MS, a na stê pnie
po twierd zenie uzys kane go wy niku oraz ewent ual ne prze -
prow adz anie anal izy iloœ cio wej me tod¹ HPLC. 

Na chro mat ogr amie wzor ca bursz tyn ianu hy drok or -
ty zonu ba dan ego me tod¹ GC-MS uzys kano pik o cza sie
34,31 min, któ rego wid mo ma sowe by³o zgod ne z wid -
mem ma sow ym hy drok orty zonu, znaj duj¹cym siê w ba -
zie G1039C Pfle ger/Mau rer/We ber Dru gs Da tab ase (piêæ 
naj bard ziej in tens ywny ch pi ków m/z: 163, 123, 302, 79,
78). Anal iza wzor ca chlor ku suk sam eto nium w za stos o -
wa nych wa runk ach do prow adzi³a do uzys kania trzech
pików chro mat ogr afic znych o zbli ¿on ych wid mach ma -
sow ych. Cza sy re tenc ji wy mien iony ch pi ków wy nosi³y
5,07 min, 19,16 min i 23,30 min. W wid mach ma sow ych
zde cyd owa nie do min owa³y jony o m/z wy nosz¹cym 58.
Ich po równanie z wid mami znaj duj¹cymi siê we wspo m -
nian ej ba zie da nych wska za³o na podo bieñstwo  struktu -
ralne z frag ment ami cz¹ste czek suk sam eto nium, jed nak
wy niki ident yfi kac ji nie by³y jed noz naczne (uzys kane
piki sta nowi³y praw dop odo bnie pro dukt rozk³adu suk -
sam eto nium w ko mor ze na strzyk owej chro mat ogr afu).
Spo ro zas trze¿eñ wzbu dzi³ kszta³t uzys kany ch pików
chro ma tog rafi cznych (piki nie by³y sy met ryczne) oraz
ma³a czu³oœæ me tody GC-MS w sto sunku do chlor ku suk -
sam eto nium. Ident yczne wy niki uzys kano dla prób ek te -
stow ych pr epar atów Cor hyd ron i Chlor succ ilin. Z po -
wy¿ szych wzglê dów zde cyd owa no, ¿e me toda GC-MS
nie bê dzie pod staw ow¹ me tod¹ ba dan ia za war toœci za -
kwes tiono wan ych ampu³ek leku Corhydron.

Anal iza wzor ca bursz tyn ianu hy drok orty zonu me tod¹ 
HPLC w wa runk ach ok reœl onych w roz dziale „Ma ter ia³
i me tody” po zwoli³a na uzys kanie na chro mat ogr amie
piku o cza sie re tenc ji 11,57 min. Wid mo UV-VIS mia³o
jed no mak sim um ab sorpc ji przy 244 nm. Kszta³t tego
wid ma by³ zgod ny z wid mem wzor ca hy drok orty zonu
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znaj duj¹cym siê w bi bliot ece widm. Na stêpn ie pod dano
anal izie prób ki te stowe pre par atu Cor hyd ron. Na chro -
mat ogr amach tych prób ek po jawi³y siê dwa do datk owe
piki o cza sach re tenc ji 10,42 min i 10,67 min, kt órych
wid ma UV-VIS by³y ident yczne z opis any mi powy ¿ej.
Przy jêto hipo tezê, ¿e piki te po chodz¹ z pr oduktów roz -
k³adu bursz tyn ianu hy drok orty zonu w cza sie prze chow y -
wa nia. W celu we ryf ika cji tej hi pot ezy prze prow adz one
do datk owe ba dan ia maj¹ce na celu oc enê mo ¿li woœci
rozk³adu bursz tyn ianu hy drok orty zonu w cza sie, w  szcze -
gólnoœci po roz twor zeniu. Wy niki ta kich ba dañ mog³y
mieæ istotne zna czen ie prak tyczne, poni ewa¿ do badañ
w IES prze sy³ane by³y równ ie¿ po zos ta³oœci  rozpusz -
czonych pr osz ków znaj duj¹cych siê w ampu³kach Cor -
hyd ronu, a czas miê dzy u¿y ciem leku a jego ba dan iem
wy nosi³ od kil ku ty god ni do kil ku mie siêcy. W celu we -
ryf ika cji po wy¿ szej hi pot ezy roz puszc zono zgod nie z za -
lec eni ami znaj duj¹cymi siê na opak owa niu zawa rto œæ
dwóch ampu³ek Cor hyd ronu, a nas têp nie otrzym ane roz -
twory po dziel ono do datk owo na dwie pr óbki. Po  wyko -
na niu ws têpn ej anal izy, dwie prób ki umieszc zono w lo -
dówce (4oC), a dwie prze chow ywa no w tem per atu rze po -
koj owej (ok. 25oC). Na stepnie przez 4 ty god nie, w od stê -
pach ty god niowy ch, z ka ¿dej z pr óbek po bier ano cz êœæ
roz tworu i pod daw ano ba dan iom. Wy brane wy niki przed -
staw iono na ry cin ie 2. 

Pod czas prze chow ywa nia rozt worów bursz tyn ianu
hy drok orty zonu do chod zi³o do jego po woln ego rozk³adu
za równo w tem per atu rze po koj owej, jak i ob ni¿ onej do
4oC. Wy sok oœæ piku po chodz¹cego od sub stanc ji  macie -
rzystej ulega³a obni ¿eniu, na tom iast wy sok oœci pi ków
po chodz¹cych praw dop odo bnie od prod ukt ów jego roz -
k³adu ulega³y podw y¿szeniu. Nale ¿y zazn aczyæ, ¿e nie
za obs erwo wano istotn ych ró¿nic miêdzy próbka mi prze -
chow any mi w tem per atu rze 25oC i 4oC. Na pod staw ie
prze prow adz onych ba dan na le¿a³o st wierdziæ, ¿e rozk³ad 
bursz tyn ianu hy drok orty zonu za wart ego w pre par acie
Cor hy dron nie za chod zi w sp osób in tens ywny, dz iêki
cze mu mo¿ liwe jest prze prow adz enie badañ  identyfika -
cyjnych kil ka mie siêcy po roz puszc zeniu tej sub stanc ji
w od pow iednim roz puszc zalni ku (woda do roz cieñc zeñ).

Nie stety, ba dan ia wzor ca chlor ku suk sam eto nium nie
przy nios³y po zyt ywny ch wy nik ów. Nie jest to  zaska -
kuj¹ce, po nie wa¿ w struk tur ze che miczn ej tego zwi¹zku
nie wys têpuj¹ gru py chro mof oro we od pow iedz ialne za
po wstaw anie pasm ab sorpc ji w wid mie UV-VIS. Z  po -
wy¿ szego wzg lêdu stwier dzono, ¿e me toda HPLC bar -
dzo do brze na daje siê do po twierd zenia (ewent ual nie
 wykluczenia) obecn oœci bursz tyn ianu hy drok orty zonu
w pr ób ce i prze prow adz enia jego anal izy iloœ cio wej (uzys -
kane piki by³y sy met ryczne, mia³y gaus sows ki kszta³t, me -
toda ce chowa³a siê od pow iednio wy sok¹ czu³oœci¹ i pre -
cyzj¹), nie po zwala na tom iast na ba dan ie ob ecn oœci
chlor ku suk sam eto nium w próbce. 

Po stan owi ono ko ntyn uow aæ ba dan ia me tod¹ chro -
mat ogr afii cie czow ej, a de tekt or dio dowy zast¹piæ spek -
trom etr em mas. Pod czas anal izy przep³ywowo-wstrzy -
ko wej wzor ca bursz tyn ianu hy drok orty zonu przy ró¿ -
nych przy³o¿ onych na piêc iach frag ment ora uzys kano dla
jonu frag ment acy jnego m/z = 363 cha rakt ery sty czny pro -
fil. Anal iza wzor ca chlor ku suk sam eto nium w ident ycz -
ny ch wa runk ach po zwoli³a na uzys kanie cha rak te rys-
tycz nego pro filu dla jonu frag ment acy jnego m/z = 190.
Pro file te przed staw iono na ry cin ach 3 i 4.

Wy niki uzys kane dla wzor ców bursz tyn ianu  hydro -
kortyzonu i chlor ku suk sam eto nium po twierd zono za po -
moc¹ ba dan ia od pow iedni ch pr óbek te stow ych. LC-MS
okaza³a siê za tem bar dzo dobr¹ me tod¹ ba dan ia obu wy -
mien iony ch wy ¿ej zwi¹zków. Me toda LC-MS z  wyko -
rzystaniem anal izy przep³ywowo-wstrzy kow ej jest me -
tod¹ bar dzo czu³¹, co pa rad oksa lnie w omaw ianej  apli -
kacji by³o jej wad¹. W celu zapob ie¿ enia prze nos zeniu
prób ek nale ¿a³o bar dzo d³ugo p³ukaæ apar at po ka¿d ym
wy kon anym ba dan iu, co znacz¹co wyd³u¿a³o pro ces ana -
l ity czny. Mo¿l iwe by³o wiêk sze rozc ieñ czanie prób ek
przed anal iz¹, ale by³by to równ ie¿ pro ces cza soch³onny.
Z tego wzg lêdu zde cyd owa no, ¿e LC-MS zo stan ie sto so -
w ana jako me toda po twierd zaj¹ca dla wy bran ych  pró bek.

Me toda FT-IR wy kor zyst ywana jest w Pra cowni Ba -
dan ia Al koh olu i Na rko tyk ów In styt utu Eks pert yz S¹do -
wych do ba dan ia nie znan ych pró bek, pon iewa¿ wiêk -
szoœæ sub stanc ji po siada cha rakt ery sty czne wid mo w za -
kres ie œr edni ej pod czerw ieni. Z tego wzg lêdu spraw -
dzono równi e¿ mo¿li woœæ jej wy kor zyst ania do roz ró¿-
nia nia bursz tyn ianu hy drok orty zonu i chlor ku suk sam e -
to nium. U¿y cie tej me tody okaza³o siê bar dzo do brym
roz wi¹za niem. Wid ma IR obu sub stanc ji prze staw iono
na ry cin ie 5. 

Jak wi daæ na ry cin ie 5, wid ma bursz tyn ianu  hydro -
kortyzonu i chlor ku suk sam eto nium ró¿ ni¹ siê od sie bie
znacz¹co. Ró¿nice te wi doczne s¹ za równo w za kres ie od
4000 cm–1 do 2500 cm–1, gdzie wi doczne jest m.in. pa smo 
po chodz¹ce od dr gañ wi¹za nia C–N w gru pie –N(CH3)3

chlor ku suk sam eto nium i pa smo gru py hy droks ylo wej
bursz tyn ianu hy drok orty zonu, jak te¿ w za kres ie od
1800 cm–1 do 600 cm–1, kt óry zwa ny jest „od cis kiem pal -
ca” pró bki. Sto sow any apar at by³ wypo sa¿ony w przy -
stawkê umo¿ liwiaj¹c¹ po miar tech nik¹ t³umion ego wew - 
nê trzn ego od bic ia (ATR), a za tem nie by³o ko nieczne
roz puszc zanie pró bki przed wy kon ani em po miaru (ba -
dane by³y be zpo œrednio prosz ki po brane z ampu³ek).
A za tem pro ces przy got owa nia prób ki zo sta³ w tym przy -
padku znacz nie ogran icz ony i spro wad za³ siê do otwarc ia 
ampu³ki i prze nies ienia czêœ ci jej zawa rtoœ ci za po moc¹
jed nor azo wej szpa tu³ki na sto lik po miar owy  spektro me -
tru. Sto lik by³ po ka¿ dym po miar ze prze myw any me tan o -
lem i przed ka¿d¹ próbk¹ wy kon ywa no po miar t³a. 
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3.2. Anal iza prób ek rze czyw ist ych

Na pod staw ie bad añ wst êpny ch opis any ch powy ¿ej
przy jêto nast êpuj¹c¹ proc edu rê ba dan ia pr óbek  rzeczy -
wis tych: w przy padku ba dan ia lio fil izo wan ych pro szk ów 
znaj duj¹cych siê w ampu³kach Cor hyd ronu pod staw ow¹
me tod¹ by³a tech nika FT-IR. Gdy wy nik ba dan ia bu dzi³
w¹tp liwoœci, w sz czególnoœci gdy za chod zi³o po dejr ze -
nie, ¿e ba dany pro szek to chlo rek suk sam eto nium, prze -
prow adz ano anal izê me tod¹ LC-MS. Wy nik ba dan ia
w ta kim przy padku po twierd zano do datk owo za po moc¹
me tody HPLC i (lub) GC-MS. W przy padku ba dan ia po -
zos ta³oœci prosz ku z ampu³ek, w szcze gólnoœci, gdy
z ampu³ek nie by³o mo¿li we po bran ie ma ter ia³u do ba dañ
me tod¹ FT-IR, ich za wartoœæ przep³ukiw ano me tan olem,
a pop³uczyny ba dano me tod¹ GC-MS i HPLC. W ra zie
po dejr zenia, ¿e w ampu³ce mo¿e zn ajdo waæ siê obca sub -
stanc ja w po staci chlor ku suk sam eto nium,  przeprowa -
dzano anal izê po twierd zaj¹c¹ me tod¹ LC-MS. 

Jak przed staw iono na ry cin ie 5, wid ma bursz tyn ianu
hy drok orty zonu i chlor ku suk sam eto nium ró¿ ni¹ siê od
sie bie znacz¹co, a wiêc stwier dzen ie, która z wy mien io -
ny ch sub stanc ji znaj duje siê w ampu³ce, nie nast rêc za³o
wiêk szy ch trud noœ ci. Jed nak z uwagi na w¹tpli woœci pro -
kur atu ry, czy w przy padku niek tóry ch prób ek nie dosz³o
do za niec zyszcz enia (np. na li nii pro dukc yjnej) chlor -
kiem suk sam eto nium zaw art oœci ampu³ek po siad aj¹cych
w swo im sk³adzie bursz tyn ian hy drok orty zonu,  przeana -
li zowano szcz egó³owo wid ma obu sub stanc ji z  wyko -
rzystaniem me tod che mom etr ycznych. Jak wia domo,
ka¿ dy po miar obar czony jest pew nym b³êdem  przypad -
ko wym i przy kil kuk rotnym ba dan iu tej sa mej pr óbki
uzys kuje siê czês to ró¿ne wy niki, przy czym ró ¿ni ce te s¹
na jcz êœciej nie wielk ie i wy nik aj¹ z b³êdu me tody.  Bada -
nie ró ¿ny ch pr óbek za wier aj¹cych tê sam¹ su bsta ncjê
wy prod uko wan¹ w tej sa mej lub in nej par tii mo¿e rów -
nie¿ pro wadziæ do ró¿ ych wyn ików i w tym przy padku
do b³êdu me tody do chodz¹ b³êdy zwi¹zane z ni eje d -
norodnoœci¹ ma ter ia³u wewn¹trz par tii i miê dzy po szc ze -
gólnymi par tiami. Me tody che mom etr yczne po zwal aj¹
na szyb kie i pro ste oszac owa nie tych rozrz utów i  wykry -
cie tzw. pr óbek od bieg aj¹cych. Za ich po moc¹ mo ¿liwe
jest ró wnie¿ il oœciowe ok reœlenie ró ¿nic mi êdzy pr ób ka -
mi. Wy niki anal izy skup ieñ (CA) i anal izy g³ówny ch
sk³ad ow ych (PCA) przed staw iono na ry cin ach 6 i 7. Do
wy kon ania ob lic zeñ za po moc¹ me tod che mom etr ycz -
nych wy kor zyst ano „su rowe” dane (ang. raw data) z  ana -
liz me tod¹ FT-IR, tj. po szczególnym d³ug oœciom fal
przy porz¹dkow ano od pow iednie sy gna³y anal ity czne
(tj. ab sorb ancje). W anal izie skup ieñ do oceny od leg³oœci
mi êdzy wid mami FT-IR za stos owa no wspó³czyn nik ko -
rel acji Pe ars ona. Do aglom era cji skupi eñ wy kor zyst ano
me todê War da, któ ra w celu oszac owa nia od leg³oœci mi ê -
dzy gru pami wy kor zyst uje an ali zê wa rianc ji i po lega na
mi nim ali zac ji sumy kw adr atów od leg³oœci mi êdzy dwo -

ma kla strami, któ re mog¹ byæ utwor zone na ka¿dym
etapie. 

Jak wy nika z ry ciny 6, ba dane pr óbki dziel¹ siê na
dwa znacz nie ró¿ni¹ce siê sku pien ia. Od leg³oœæ mi êdzy
tymi sku pien iami jest po nad 100 razy wi êksza ni¿ od -
leg³oœæ mi êdzy obiekt ami wewn¹trz skupieñ. Wy niki te
wska zuj¹, ¿e w ba dan ych ampu³kach Cor hyd ronu znaj -
dowa³y siê dwie sub stanc je, któ rych wid ma FT-IR ró¿ ni¹
siê od sie bie znacz¹co. Nie stwier dzono obecno œci pr ó -
bek znaj duj¹cych siê poza lub miêd zy sku pien iami, a za -
tem wy kluc zono w ampu³kach ob ecno œæ in nej, trze ciej
sub stanc ji oraz, co rów nie wa¿ ne, nie stwier dzono ob ec -
no œci próbek, które po siada³y „mie szany” sk³ad. Prze -
prow adz one anal izy chro mat ogr afic zne wska za³y, ¿e
pró bki sta nowi¹ce sku pien ie oznac zone li ter¹ „H” za -
wiera³y w swo im sk³adzie bursz tyn ian hy drok orty zonu,
na tom iast sku pien ie „S” – chlo rek suk sam eto nium.

W wy niku anal izy g³ówny ch sk³ad ow ych mo ¿na by³o 
ró wn ie¿ za ob serwowaæ dwie roz³¹czne gru py, przy czym 
przy zrzu tow aniu wyni ków dwóch pierw szych  sk³ado -
wych, wy ja œniaj¹cych 98,8% zm ie nnoœci, mo ¿na  zau -
wa¿yæ trzy po tenc jalne punk ty od bieg aj¹ce: je den w gru -
pie „S” i dwa w gru pie „H”. Pró bka z gru py „S” ró¿ ni³a
siê od po zos ta³ych pod daw any ch ba dan iu, po nie wa¿ zo -
sta³a ona prze kaz ana do IES w for mie roz puszc zonej.
Pró bkê tê od par owa no, a na stê pnie pod dano ba dan iom.
Ró ¿ni ce mi êdzy pr óbk ami z gru py „H” mog³y wyn ikaæ
m.in. z ró¿ nego stop nia zawa rtoœci wody. Wy nik ba dan ia
pr óbki z gru py „S” za po moc¹ me tod GC-MS i LC-MS
przed staw iono na ry cin ach 8 i 9. 

Jak wy nika z ry cin 8 i 9, ba dana pr óbka za wiera³a
w swo im sk³adzie je dyn ie chlo rek suk sam eto nium.  Ana -
lo giczne anal izy chro mat ogr afic zne prób ek od pow ia da -
j¹cych dwóm punk tom po tenc jalnie od bieg aj¹cym od
gru py „H” wska za³y, ¿e prób ki te za wiera³y je dyn ie
bursz tyn ian hy drok orty zonu. Wy niki te œw iad cz¹ o wy -
sok iej ef ekt ywnoœci oprac owa nej pro ced ury ba dan ia za -
war toœci ampu³ek Cor hyd ronu. 

4. Wnio ski

Me toda FI-IR w po³¹cze niu z anal iz¹ che mom etr ycz -
n¹ jest do skona³ym na rzêd ziem do po równ ywania sk³adu
pr oszk ów i po zwoli³a w ni niejs zym przy padku na jed -
noz naczne wy pow iada nie siê na te mat za wartoœci am -
pu³ek Cor hyd ronu. Nie zal e¿nie od bar dzo do brych wy -
nik ów ident yfi kac ji zawar toœ ci ampu³ek Cor hyd ronu
uzys ka nych me tod¹ FT-IR, zgod nie z regu³ami obo wi¹ -
zuj¹cymi w s¹do wych la bor ato ria ch tok syk olo gic znych,
prze prow adz ano anal izy po twierd zaj¹ce za po moc¹ me -
tod chro mat ogr afic znych. Wy niki uzys kane za po moc¹
me tody FT-IR po twierd zi³y siê w ka ¿dym przy padku
w ba dan iach me tod ami GC-MS, HPLC i LC-MS.
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Oprac owa na pro ced ura ba dan ia za war toœci ampu³ek
Cor hyd ronu okaza³a siê bar dzo efekt ywna. Po zwala³a
ona na prze bad anie oko³o 2000–2500 prób ek mi esi êcz -
nie. Jak do tychc zas z prze bad any ch po nad 5000 pr óbek
w 24 stwier dzono sk³ad nie zgodny z de klar owa nym, tzn.
ampu³ki Cor hyd ronu za miast bursz tyn ianu hy drok orty -
zonu za wiera³y chlo rek suk sam eto nium. 

W przy padku, gdy wy mag ana licz ba anal iz jest wy ¿ -
sza ni¿ okre œlona powy ¿ej, mo¿l iwe jest za stos owa nie
me tody spek trom etr ii w bli skiej pod czerw ieni (NIR –
ang. near in fra red). Do datk ow¹ za let¹ tej me tody jest
mo ¿li woœæ do kon ywa nia po mia rów bez otwier ania am -
pu³ek, co do datk owo skraca czas anal izy.     
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