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Abstract

Four popular procedures for MDMA impurity profiling were compared. Studies were performed both on MDMA samples pre-
pared in the laboratory and seized ecstasy tablets. Extraction from carbonate buffer of pH = 9.0 into ethyl acetate gave the best re-
sults. GC-MS conditions differed slightly, and mainly influenced the total time of analysis. The most efficient chemometric
approach was to calculate the fourth root of peak areas of key impurities, followed by calculation of correlations based on the

Pearson coefficient or on the cosine and agglomeration by Ward’s method.
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1. Introduction

The Drugs Action Plans (2005-2008, 2009-2012)
implemented by the European Union has been aimed,
among others, to reduce of manufacture and supply of
synthetic drugs by developing and implementing a long
term solution at the EU level, involving application of
drug profiling results for law enforcement, strategic
and operational purposes [14, 15]. The EU drugs strat-
egy (2005-2012) [16] is that the focus should be on en-
hancing law enforcement, criminal investigation and
forensic science cooperation between EU Member States
that have common interests and/or face the same drug-
related problems. Such policies have led to closer co-
operation between institutions and forensic labs deal-
ing with drug analysis. The first international research
on drug profiling was initiated in 1997. A project enti-
tled “Development of a harmonized method for the

profiling of amphetamines” was funded by the EU [1,
2,3,4,5,27]. The success of the project led to the initi-
ation of the CHEDDAR (Collaborative Harmonized
European Database Determination of Amphetamine
Relations) project, the main objective of which was to
create and develop a central database where all labora-
tories implementing the harmonized profiling proce-
dure could transfer and store analytical profiles [12].
A similar approach was applied to methamphetamine
and 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA)
in the CHAMP (Collaborative Harmonization of Meth-
ods for Profiling of Amphetamine Type Stimulants)
project, which was also funded by the EU. The project
involved numerous partner crime laboratories through-
out Europe as well as the Drug Enforcement Adminis-
tration (DEA) [11, 31, 46]. At the same time, several
national and cross-border drug profiling projects were
carried out, including ones in Germany, the Nether-
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lands, France, Switzerland and Poland [10, 18, 19, 20,
22,25,26,33,37,38, 39, 41]. Extensive studies on this
topic were also performed in Hong Kong, Japan and
Australia [6, 7, 24, 30, 34]. On the other hand, an Inter-
pol report states that although certain drugs have been
well characterized with respect to their impurity pro-
files, most have not been properly investigated [23].

Recently, researchers have focused most on MDMA,
which is usually the main psychoactive substance in
ecstasy tablets. Global ecstasy production, after strong
increases in the 1990s, is now shrinking, primarily be-
cause of production falling in Europe. Up to 2003, the
largest quantities of ecstasy were seized by the United
Kingdom, followed by Germany, France and the Neth-
erlands [17]. In the period 2000-2005, the largest
numbers of ecstasy labs were dismantled in the Neth-
erlands (111), followed by the USA (83), Canada (71)
and Belgium (26). Of the 8.5 tons (weight equivalent)
of ecstasy seized globally in 2004, 50% was recovered
in Western and Central Europe, 23% in North America
and 16% in Oceania [9]. An estimated 24,000 seizures
led to the confiscation of about 28.3 million ecstasy
tablets in the EU in 2004. Over the past 10 years, man-
ufacture of ecstasy-group substances has shifted away
from Europe to a number of consumer markets around
the world. Nowadays, large-scale manufacturing oper-
ations are more frequently being dismantled in East
and South-East Asia, the Americas and Oceania. In 2008,
only four ecstasy laboratories were reported to have
been dismantled in West and Central Europe, whereas
there were 49 such operations in other regions [40].

Profiling of ecstasy tablets was originally based on
a physical description of the tablet [21]. Then it moved
towards a chemical characterization of impurities present
as a result of the synthetic method. These impurities are
derived from incomplete reactions and side reactions, in-
adequate purification procedures or contamination. Fur-
thermore, the precursors, reagents and solvents used dur-
ing the synthesis are also indicators of the applied route.
Some impurities are specific to a particular synthetic
route and are used as markers for profiling purposes [19,
36, 42, 43, 44, 45]. Gathering knowledge about the for-
mation of so-called principal impurities could be of ma-
jor importance in interpretation of results of comparison
of chemical profiles. However, comparative analysis
(e.g., the systematic application of impurity profiling to
determine whether there is a common origin) is compli-
cated due to both the high complexity of data and the
large numbers of exhibits. Thus, improved analytical and
data handling techniques are still needed [23].

Although different extraction techniques may be used
to isolate the impurities from ecstasy tablets, liquid-lig-
uid extraction (LLE) is the most common. The LLE

methods used for profiling of ecstasy tablets differ in
many parameters, including: kind of buffer, its pH, ex-
tracting agent, duration of shaking and centrifugation and
substance used as an internal standard (IS) [6, 10, 18, 19,
20,22, 25, 26, 28, 33, 35, 37, 38, 39, 41]. The impurities
are usually extracted from basic or neutral pH, and phos-
phate or carbonate buffer is used for this purpose. The
most popular extracting agents are: toluene, n-heptane,
ethyl acetate, methylene chloride and diethyl ether.

Most of the recently published analytical methods
for organic impurity profiling of ecstasy tablets have
utilized gas chromatography coupled with mass spec-
trometry (GC-MS), or with flame-ionization detection
(GC-FID) [18, 19, 20, 27, 28, 32, 35, 37, 38, 39]. The
advantage of GC-MS over GC-FID is simultaneous
separation of the impurities and their identification on
the basis of mass spectra. The parameters of GC-MS
and GC-FID methods used in ecstasy profiling were
reviewed by the authors in another paper [§].

The present paper aims to compare MDMA profil-
ing methods in terms of procedures used for extraction
of organic impurities and parameters of the applied
GC-MS method as well as comparing statistical meth-
ods used for samples discrimination. Although studies
on MDMA profiling are extensively performed in
leading forensic laboratories, the procedures used dif-
fer to a great extent. Thus, the authors decided to ana-
lyze synthetic samples of MDMA prepared in the
laboratory and ecstasy tablets seized by the police ac-
cording to four popular procedures published in scien-
tific papers, in order to evaluate their abilities to isolate
impurities that can be used to distinguish between
linked and unlinked samples.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

The following chemicals were used in the studies:
phosphate buffer, pH = 7.00 (K,HPO,/KH,PO4 Merck,
Darmstadt, Germany); carbonate buffers prepared in
house: pH = 9.0 (NaHCO;/Na,COs), pH=10.0 NaHCO5/
NaOH), pH = 12.0 (Na,COs/NaOH,); n-heptane (HPLC
grade, Aldrich, Darmstadt, Germany); diethyl ether (La-
chemia, Neratovice, Czech Republic); ethyl acetate
and toluene (Chempur, Piekary Slaskie, Poland); di-
phenylamine (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany).

2.2. Synthetic samples of MDMA

In total, 14 samples of MDMA were prepared in the
laboratory. The syntheses were carried out at the Fac-
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ulty of Chemistry, Jagiellonian University, Krakow,
Poland. Three different routes, that is the Leuckart
method, reductive amination using aluminum amal-
gam as a reducing agent, and safrole bromination,
were applied. Details of the synthetic routes are given
in the literature [19, 36, 42, 43, 44, 45].

2.3. Ecstasy tablets

Five seizures of ecstasy tablets that had been the
subject of routine casework in the Institute of Forensic
Research (IFR) were used in the study. The number of
tablets was from 10 to 95 per seizure. Each tablet con-
tained MDMA as the main psychoactive substance,
but they differed in terms of color and logo. None of
the tablets contained any other psychoactive sub-
stances (e.g. controlled substance, medicines or caf-
feine). Three randomly chosen tablets from each seizure
were taken for each experiment.

2.4. Procedures of impurity extraction

Among published procedures of impurity extrac-
tion, four options were chosen. The original proce-
dures [18, 19,20,27, 28, 35,37, 38, 39] were modified
to some extent to adapt them to available chemicals,
laboratory equipment and especially to the form of the
samples (powder or tablet).

For isolation of impurities from powder, the fol-
lowing procedures were used:

— procedure I (based on [37, 38, 39]): 50 mg of
MDMA-HCI were dissolved in 2 ml of carbonate
buffer of pH = 10.0 and the solution was vigorously
shaken for 25 min. Extraction was performed using
200 pl of n-heptane containing diphenylamine as
an IS (35 mg/l). The mixture was shaken for an-
other 25 min (2000 rpm) and the organic layer was
subjected to analysis;

— procedure II (based on [27, 28]): 50 mg of
MDMA-HCI were dissolved in 3 ml of phosphate
buffer of pH = 7.0, vortex mixed for 10 min at
2000 rpm and centrifuged for 8 min at 4500 rpm.
Then, 300 pl of toluene containing diphenylamine
as an IS (100 mg/l) were added, and the mixture
was shaken for 10 min at 2000 rpm and centrifuged
for 3 min at 3500 rpm. The toluene layer was sepa-
rated and subjected to analysis;

— procedure III (based on [18, 19, 20]): 10 mg of
MDMA-HCI were dissolved in 2 ml of carbonate
buffer of pH = 12.0, then the mixture was shaken
for 10 min at 2000 rpm. Extraction was carried out
using 2 ml of diethyl ether, followed by shaking of
the mixture for 10 min at 2000 rpm. The organic

layer was separated and evaporated to dryness.

500 pl of diethyl ether containing diphenylamine

as an IS (100 mg/1) were added and the mixture was

shaken for a few seconds. The extract was sub-
jected to analysis;

— procedure IV (based on [35]): 50 mg of MDMA-HCI
were dissolved in 1 ml of carbonate buffer of pH = 9.0.
The obtained solution was mixed on a rolling ex-
tractor for 30 min at 2000 rpm. Then, 1 ml of ethyl
acetate was added and mixed for another 30 min.
The solution was centrifuged for 5 min at 3000 rpm.
After centrifugation, the organic layer was sepa-
rated and evaporated to dryness in a nitrogen stream.
Then, 200 pl of ethyl acetate containing diphenyl-
amine as an IS (100 mg/l) were added and shaken
for a few seconds. The organic layer was subjected
to analysis.

The first step in sample preparation for impurity
profiling of ecstasy tablets was crushing tablets in
a mortar and weighing out 200 mg of the sample for
each analysis. Additionally — unlike in the case of syn-
thetic sample preparation — the solution was filtered
after dissolving the tablet in a buffer. This step was ap-
plied to prevent emulsion formation and to make sepa-
ration and collection of the organic layer easier. The
emulsion can be formed because of the presence of ad-
ditives (e.g. fatty acids) in ecstasy tablets.

2.5. Chromatographic separation

Four sets of GC-MS parameters were analysed (i.e.
the same number of sets as in the case of extraction
procedures). Original GC-MS conditions presented in
papers [18, 19, 20, 27, 28, 35, 37, 38, 39] were modi-
fied depending on equipment available to the authors.

GC-MS analyses were carried out on a Hewlett-
Packard 6890 series gas chromatograph coupled to
a 5973N mass spectrometer. An HP-SMS fused silica
capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) was ap-
plied and helium was used as a carrier gas (1.0 ml/min).
Splitless injection (2 ul) was used.

Oven temperatures were as follows:

— procedure I (based on [37, 38, 39]): 50°C (main-
tained for 1 min), increased at 10°C/min to 150°C
(maintained for 5.5 min), then ramped at 10°C/min
to 280°C (maintained for 10 min);

— procedure 1T (based on [27, 28]): 90°C (maintained
for 1 min), increased at 8°C/min to 310°C (main-
tained for 10 min);

— procedure IIT (based on [18, 19, 20]): 50°C (main-
tained for 1 min), increased at 5°C/min to 150°C
(maintained for 12 min), then ramped at 15°C/min
to 300°C (maintained for 10 min);
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— procedure IV (based on [35]): 80°C (maintained for
1 min), ramped at 35°C/min to 180°C (maintained
for 18 min), then increased at 50°C/min to 300°C
(maintained for 2 min).

Injector temperature was 250°C for procedures I
and II, 280°C for procedure III and 270°C for proce-
dure IV.

The mass spectrometer was operated in electron
ionization mode (EI). The temperature of the ion source
and quadrupole was 230°C and 150°C, respectively.
Ionization energy was set at 70 eV. Mass spectra were
recorded in the range from 50 to 550 amu and solvent
delay was set at 3 min.

2.6. Statistical and chemometric analysis

Basic statistical calculations were done using Ex-
cel (Microsoft). Chemometric analysis was performed
using Statistica 8.0 (StatSoft, Tulsa, USA).

Different methods (normalization, weighting, log-
arithm, fourth root) were used for data pre-treatment.
Distances between samples were calculated by six
measures: Euclidean, Euclidean square, Manhattan,
Chebyshev, distance based on the Pearson correlation
coefficient (1-7) and the cosine of the angle between vec-
tors formed by the samples. Seven agglomeration rules,
including single linkage (SL), complete linkage (CL),
weighted and unweighted pair-group average (WA and
UA, respectively), weighted and unweighted pair-group
median (WM and UM, respectively) and Ward’s method
were tested in cluster analysis. Mathematical algo-
rithms such as: calculation of the ratio of the means of
unlinked and linked samples (ED), calculation of esti-
mated discrimination and calculation of the area under
the receiver operating curve (ROC) were applied to as-
sess the statistical and chemometrical approaches.

3. Results and discussion

3.1. Influence of GC-MS conditions on impurity
profiles

In the first step, the influence of GC-MS parameters
on the obtained profiles was studied. Two synthetic
MDMA samples were used for this purpose. Organic im-
purities were isolated by means of the four chosen extrac-
tion procedures and then chromatographic analyses were
carried out using the four sets of GC-MS parameters.

Regardless of applied GC-MS conditions, the same
impurities were detected (their mass spectra were
identical). This is not surprising, because the proce-
dures differed mainly in terms of oven temperature

programs, and consequently analysis time. The peaks
were merely shifted between the tested conditions. The
chromatograms obtained using the first and second set
of conditions were very similar. When the third set of
parameters was applied, total analysis time was the
longest (53 min), causing broadening of the peaks.
Thus, the separation was not improved because the
peaks widths were larger. When using the fourth set,
the peaks of impurities were usually poorly separated.
On the other hand, the analysis time was the shortest
(26.3 min). In some chromatograms, some extra high
peaks corresponding to e.g. organic solvents, their im-
purities or stationary phase elution were observed.
Nevertheless, they did not hinder the interpretation of
the results. Example total ion chromatograms of an
MDMA sample analyzed under four tested GC-MS
conditions are shown in Figure 1.

As mentioned, the differences in obtained chroma-
tograms did not significantly influence the final inter-
pretation of the results. Therefore, it would be accept-
able to apply any of the tested sets of GC-MS condi-
tions. The first set was arbitrarily chosen for further
studies by the authors.

3.2. Influence of extraction conditions on impurity
profiles

In the next step, the influence of extraction conditions
on the profiles was examined. This part of the study was
performed on both synthetic samples and seized ecstasy
tablets. Four extraction procedures were compared.

The main differences between the procedures con-
cerned the kind of buffer used to dissolve the sample
and the kind of extracting agent. Some procedures in-
cluded sample centrifugation, while others only sam-
ple shaking. Alkaline buffer solution was used in pro-
cedures I, Il and IV (I — pH = 10.0, IIT — pH = 12.0,
IV — pH = 9.0), whereas neutral buffer (pH = 7.0) was
applied in the second procedure. The choice of alka-
line buffer seemed to be logical, because most of the
key impurities, similarly to MDMA, are basic. How-
ever, when extraction was performed from a buffer of
pH = 7.0, neutral impurity profiles were obtained and
the influence of the high MDMA peak on chromato-
graphic separation and chemometric analysis was elimi-
nated, or at least reduced. In the third extraction proce-
dure, a buffer of pH = 12.0 was applied instead of
pH = 11.5 used in the original procedure. This was a com-
promise, because a buffer of pH = 12.8 was applied to
MDMA profiling in another paper by these authors [19].

Different extracting agents were applied in the tested
procedures: I — n-heptane, II — toluene, III — diethyl
ether, IV — ethyl acetate. All these solvents have a low

Problems of Forensic Sciences 2010, vol. LXXXIII, 269-287



Organic impurity profiling of 3,4-methylenedioxymethamphetamine... 273

30000000
a
<
=
a
=
(]
o
c
[+
©
c
35
0
=<
. . L‘u_wup .\JLLL
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
30000000
a
=
(]
19}
c
[+
©
c
3
a)
=<
0 L'J ; "‘”LJF “‘L‘ L. ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
30000000
g C
3
=
(]
()
o
©
©
c
3
a)
=<
0 L \-M X ;
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
30000000
a
=
()
(9]
c
©
©
c
>
0
<
0 LSS *J’JJ

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Retention time [min]

Fig. 1. Chromatograms of MDMA sample extracted by procedure IV (pH = 9.0, ethyl acetate), analyzed under four tested GC-MS

conditions; a) I set [37, 38, 39], b) I set [27, 28], ¢) [T set [18, 19, 20], d) IV set [35].
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dielectric constant, therefore they are able to dissolve
substances containing hydrophobic groups.

Moreover, 50 mg portions of MDMA powder (in-
stead of 200 mg used in the original procedures, which
were developed in order to analyze ecstasy tablets)
were weighed out for impurity profiling according to
procedures I, IT and IV. The amount of MDMA taken
for the analyses was equivalent to its real content in
tablets. The recalculation was based on two assump-
tions: 1. total mass of a tablet is ca. 200 mg; 2. MDMA
content in a tablet is usually between 20% and 30%
(25% on average). Only in the third extraction proce-
dure was the original amount (10 mg) used.

As mentioned above, dissolved ecstasy tablets were
additionally filtrated. This enabled separation and col-
lection of the organic layer.

3.3. Extraction of impurities from synthetic
samples

Chromatograms of an example MDMA sample
prepared by reductive amination using Al(Hg), ex-
tracted according to the procedures I-1V, are shown in
Figure 2.

As can be seen in Figure 2, the pH of the buffer sig-
nificantly influences the impurity profiles. Buffer se-
lection (its pH) determines the character of the ex-
tracted impurities. This is especially noticeable for the
second extraction procedure, where the peak corre-
sponding to MDMA is significantly lower than in

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retention time [min]

Fig. 2. Comparison of the chromatograms of an MDMA
sample prepared by reductive amination using Al(Hg), ob-
tained by different extraction procedures; a) Il — pH = 7.0,
toluene, b) IV — pH = 9.0, ethyl acetate, ¢) I — pH = 10.0,
n-heptane, d) III — pH = 12.0, diethyl ether; (analyzed under
the first set of GC-MS conditions).

other procedures. This shows that neutral impurities are
extracted better at pH = 7.0, whereas a higher number of
basic impurities is extracted from alkaline solutions.

Visual inspection of all obtained chromatograms
revealed that the largest number of peaks was detected
when the third extraction procedure was applied. How-
ever, after detailed investigation, it turned out that
some of these peaks corresponded to the solvent, its
impurities and the stationary phase. For this reason,
analysis of chromatograms was significantly hindered.

The applied extraction procedures were assessed
by means of statistical and chemometric methods. Two
kinds of data were taken into account. The first ap-
proach assumed selection of peaks corresponding to
characteristic impurities present in MDMA samples.
47 peaks were chosen on the basis of previous studies
performed at the IFR [39], thus the dataset was com-
posed of 47 variables and 14 cases (14 samples). The
second approach was to treat chromatograms as a set
of independent points (variables) and to analyze “full
chromatograms”, thus the dimensions of the data ma-
trix were 4612 x 14 (4612 variables and 14 cases).

At first, different pre-treatment methods and math-
ematical algorithms were assessed. Certain algorithms
required some “normalization” procedures, because in
many cases peaks originating from some substances
were 100 to 1000 times bigger than others. This poses
problems in further mathematical comparisons as large
peaks will have a huge influence on the numerical re-
sults. There are many methods that can be employed
for pre-treatment of data, which can be used individu-
ally or in combination with each other [13, 25, 29].
Thus, it would be unrealistic to test all of them and all
possible combinations. Therefore, the authors limited
this part of the study to the four following methods,
which seemed to be adequate for our purposes: 1. nor-
malization (N) — each target peak in a chromatogram
(its area) was divided by the sum of all target peak ar-
eas; 2. weighting (W) — the area of each peak was di-
vided by its standard deviation calculated from the
whole data set (this procedure gives small peaks the
same influence as large ones); 3. logarithm (Log) —
a common method used to reduce the influence of
large peaks while still allowing large peaks to have
a greater influence than small peaks (the problem of
“zeroes” was solved by replacing them by “ones”;
4. fourth root (4R) — for this method, large peaks have
a somewhat higher influence as compared to the loga-
rithm method.

In the next stage, the distances between samples
were calculated. Different measures, including Euclid-
ean, Euclidean square, Manhattan and Chebyshev dis-
tances as well as ones based on the Pearson correlation
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coefficient (1-7) and the cosine of the angle between
vectors formed by the samples, were applied. The cal-
culated distances were divided into two groups, which
corresponded to linked and unlinked samples. The
MDMA samples, prepared according the same proce-
dure, were treated as “linked”. In total, the datasets
contained 26 linked and 65 unlinked distances.

The impacts of the approaches were evaluated in
three ways: 1. calculation of the ratio of the means of
(the distances between) unlinked and linked samples
(MR values); 2. calculation of estimated discrimina-
tion (ED) defined as the ratio of the value representing
the mean minus the standard deviation (SD) of the ob-
tained unlinked distances to the value representing the
mean plus SD of the linked distances; 3. calculation of
the area under the ROC (Receiver Operating Curve),
AUC [25]. The results of calculations are presented in
Tables I and 11.

Table I was drawn up in order to compare different
pre-treatment methods and extraction procedures. The
eight highest values of the parameters are in boldface.
The results showed that the most efficient pre-treat-
ment methods were the calculations of the fourth root
and of the logarithm. The application of a combination
of methods to the same data did not improve the effi-
ciency of separation between linked and unlinked sam-
ples significantly. Thus, in further calculations, “single”
approaches were applied.

The data were also used for assessment of the
tested extraction procedures. When comparing the val-
ues of MRs, EDs and AUCs obtained for different ex-
tractions, it can be seen that the fourth procedure gives
the highest values. Thus, one can assume that this ap-
proach could lead to the best separation between linked
and unlinked samples, and therefore to the best results.

The ability of different distance measures to dis-
criminate between linked and unlinked samples is com-
pared in Table II. For each pre-treatment method, the
two highest scores for the MR, ED and AUC values are
printed in bold type. Of the tested distance measures,
those based on the Pearson correlation coefficient fol-
lowed by the cosine gave the best results. In some ap-
proaches, the Chebyshev distance also allowed dis-
crimination of the samples efficiently, but the authors
decided to use only the distance matrixes calculated on
the basis of the Pearson coefficient and the cosine in
cluster analysis.

The values of all mentioned parameters were gen-
erally lower than expected by the authors and lower
than e.g. ED values for heroin [13] and cocaine sam-
ples [25], but they enabled a comparison between pro-
cedures. The lower values could result from the fact
that a lower number of samples was used for calcula-

tions. The other reason could be the lower specificity
of MDMA impurities to distinguish the synthetic route
or synthesis batches than those used in cocaine or her-
oin profiling.

TABLE I. THE VALUES OF THE MEAN RATIO (MR),
THE ESTIMATED DISCRIMINATION (ED)
AND THE AREA UNDER CURVE (4UC),
LISTED ACCORDING TO PRE-TREATMENT
METHOD (SELECTED PEAKS, MEAN OF
DISTANCE MEASURES)

Pre-treatment  Extraction MR ED AUC

method method
Withoutpre- I 1.08 0.10 0.53
treatment Il 113 012 050
I 1.01 0.06 048
v .18 0.13  0.56
Normalisation 1 1.20 047 0.58
I 134 0.67 0.57
111 1.08 034 054
v 1.33 0.66 0.64
Weighting I .12 049 0.52
11 .10  0.60 0.54
111 1.05 059 0.52
v 1.18 0.69 0.53
4" root I 128 059  0.67
11 1.25 0.61 0.61
11 1.10 054 0.57
v 1.49 0.79 0.68
Logarithm I 1.24 0.77 0.65
11 L.17  0.74 0.66
111 .11 071 0.62
v 131 085 0.76
Logarithm + I .22 0.80 0.69
4™ root
11 1.14 076 0.62
111 1.10  0.73 0.63
v 1.24 0.84 0.75

Different cluster agglomeration rules, including sin-
gle linkage (SL), complete linkage (CL), weighted and
unweighted pair-group average (WA and UA, respec-
tively), weighted and unweighted pair-group median
(WM and UM, respectively) and Ward’s method, were
tested. The efficiency of clustering was assessed by
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TABLE II. THE VALUES OF THE MEAN RATIO (MR), THE ESTIMATED DISCRIMINATION (£D) AND THE AREA
UNDER CURVE (4UC), DEPENDING ON THE DISTANCE METHOD USED (SELECTED PEAKS, EXTRACTION

METHOD IV)
Pre-treatment metod Distance MR ED AUC
Without pre-treatment Euclidean 1.00 —0.04 0.49
Squared Euclidean 1.02 —-0.33 0.49
Manhattan 1.06 0.06 0.51
Chebyshev 0.98 -0.10 0.49
Pearson 1.32 0.47 0.60
Cosine 1.23 0.57 0.52
Normalisation Euclidean 1.17 0.6 0.56
Squared Euclidean 1.31 0.37 0.63
Manhattan 1.24 0.68 0.57
Chebyshev 1.17 0.52 0.60
Pearson 1.32 0.47 0.60
Cosine 1.23 0.57 0.52
Weighting Euclidean 1.08 0.52 0.55
Squared Euclidean 1.17 0.28 0.56
Manhattan 1.16 0.41 0.57
Chebyshev 1.02 0.71 0.49
Pearson 1.26 0.85 0.69
Cosine 1.00 0.77 0.31
4" root Euclidean 1.16 0.69 0.57
Squared Euclidean 1.31 0.46 0.66
Manhattan 1.24 0.69 0.62
Chebyshev 1.12 0.52 0.59
Pearson 1.47 0.70 0.69
Cosine 1.38 0.73 0.67
Logarithm Euclidean 1.13 0.83 0.66
Squared Euclidean 1.27 0.68 0.70
Manhattan 1.24 0.73 0.71
Chebyshev 1.04 0.86 0.56
Pearson 1.33 0.77 0.73
Cosine 1.24 0.73 0.67
Logarithm + 4" root Euclidean 1.12 0.84 0.69
Squared Euclidean 1.24 0.70 0.69
Manhattan 1.23 0.71 0.70
Chebyshev 1.01 0.96 0.53
Pearson 1.27 0.76 0.75
Cosine 1.19 0.74 0.65
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verification of MDMA samples classification accord-
ing to the synthetic routes. The classification was ac-
knowledged as “correct” if all prepared samples were
classified in accordance with the route used (three ho-
mogenous clusters were formed), and “almost correct”
if one sample was misclassified. Correct classification
was achieved only when the fourth extraction proce-
dure was used and pre-treatment was done by calcula-
tion of the fourth root (procedures: 4R + Pearson +
WA, 4R + Pearson + UA, 4R + Pearson + Ward, 4R +
cosine + CL, 4R + cosine + WA, 4R + cosine + UA,
4R + cosine + Ward). An example dendrogram of
MDMA samples classified correctly is shown in Fig-
ure 3.
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Fig. 3. Dendrogram of synthetic MDMA samples; RA —
reductive amination using aluminum amalgam, LM —
Leuckart method, SB — safrole bromination; (pre-treatment
by fourth root, distances based on Pearson’s correlation coef-
ficient, Ward’s cluster agglomeration rule).

Almost correct classification was achieved for ap-
proaches based on the fourth extraction and the loga-
rithm procedure as the pre-treatment method (proce-
dures: Log + Pearson + Ward, Log + cosine + CL,
Log + cosine + Ward) as well as when the first extrac-
tion procedure was used (Log + Pearson + Ward).

Comparison of the results of cluster analysis and
the calculations presented above leads to the conclu-
sion that in MDMA profiling, the fourth root was the
best pre-treatment method (the second was logarithm),
the best distance calculation method was based on the
Pearson correlation coefficient (the second, which gave
similar results, was the cosine method), and the best
agglomeration rule was Ward’s method.

As mentioned at the beginning of this paragraph,
similar calculations were performed for “full chroma-
tograms”. The results are presented in Tables [ITand I'V.

TABLE III. THE VALUES OF THE MEAN RATIO (MR),
THE ESTIMATED DISCRIMINATION (ED)
AND THE AREA UNDER CURVE (4UC),
LISTED ACCORDING TO PRE-TREATMENT
METHOD (FULL CHROMATOGRAMS,
MEAN OF DISTANCE MEASURE)

Pre-treatment  Extraction MR ED AUC

method method

Withoutpre- 1 1.21 0.50 0.51

treatment 1 105 032 047
11 095 040 040
v 132 050  0.62

4™ root I 1.09 053 0.51
1l 1.06 043  0.51
11 1.00 046 047
v 1.19 062 057

Logarithm I 1.04 0.50 0.52
11 107 048 055
11 102 045 049
v 1.19  0.66 0.56

The values of MRs, EDs and AUCs were lower than
corresponding ones in Tables I and II. This indicates
that this general approach is less effective than the ap-
proach based on selected peaks. The obtained results
were also subjected to cluster analysis. Unfortunately,
none of the applied approaches led to correct classifi-
cation of the synthetic MDMA samples. In some cases
(mainly where the best approach was chosen after the
analysis of selected peaks, that is based on fourth root
pre-treatment, Pearson correlation distance and Ward’s
clustering rule), the samples prepared by Leuckart re-
action and safrole bromination were clustered cor-
rectly, but mostly the samples were not classified into
groups corresponding to the synthesis route. This prob-
ably resulted from the fact that the peaks, which did
not correspond to MDMA impurities, were also sub-
jected to chemometric analysis and they significantly
influenced the obtained dendrograms. The results indi-
cated strongly that a general “blind” approach to the
chromatograms does not yield satisfactory results.

3.4. Extraction of impurities from ecstasy tablets

In the case of ecstasy tablets, the findings regarding
the pH of the buffer solution were similar to those for
synthetic samples. After extraction according to the
second procedure, the peak corresponding to MDMA
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was lower than in other procedures. Furthermore,
a higher number of impurities was extracted from the
alkaline solution, and this confirms that most of the
impurities are basic, similarly to MDMA.

TABLE IV. THE VALUES OF THE MEAN RATIO (MR),
THE ESTIMATED DISCRIMINATION (£D)
AND THE AREA UNDER CURVE (4UC),
DEPENDING ON THE DISTANCE METHOD
USED (FULL CHROMATOGRAMS,

EXTRACTION METHOD 1V)
Pre-treatment  Distance MR ED AUC
metod
Without Euclidean 1.12 049 0.52
pre-treatment o ared 121 027 057
Euclidean

Manhattan 1.11  0.40 0.55
Chebyshev 1.05  0.73 0.32

Pearson 1.17  0.26 0.55

4™ root Euclidean 1.07 057 0.55
Squared 1.12 035 0.55
Euclidean

Manhattan 1.04 0.49 0.53
Chebyshev 1.03  0.76 0.38

Pearson 1.16 038 0.56

Logarithm Euclidean 1.06  0.60 0.54
Squared 1.09 0.36 0.55
Euclidean

Manhattan 1.03 0.49 0.51
Chebyshev 1.04  0.69 045
Pearson 1.17 046 0.59

The number of impurities and their amounts in
a drug sample depends on the purification process. Af-
ter synthesis and evaporation of the reaction solvent,
the product is usually purified by liquid-liquid extrac-
tion. Crude product is obtained and production can be
finished at this stage. However, if necessary, a drug
may be subjected to further purification, e.g. by distil-
lation or crystallization. Most ecstasy tablets that are
distributed on the black market are subjected to these
processes. This causes some difficulties in profiling.
The profiles contain less peaks corresponding to the im-
purities, and consequently determination of the synthe-
sis route is sometimes more difficult. Ecstasy tablets
contain some 20-30% MDMA, the remainder being
composed of additives and diluents, which can be

added to the main component before compression into
tablets. These substances make interpretation of pro-
filing results more complicated. Thus, an important
part of impurity isolation from ecstasy tablets is filtra-
tion. In the preliminary study, this process was not per-
formed. However, formation of emulsion hindered
separation and collection of the organic layer. Filtra-
tion after addition of extracting agent was also tested,
but in this case the loss of organic solvent and conse-
quently of impurities was too great. Therefore, the au-
thors decided to apply filtration after dissolving tablets
in a buffer solution.

In order to assess the extraction procedures, cluster
analysis was also performed for ecstasy tablets. 15 tab-
lets originating from 5 seizures were tested (3 per sei-
zure). The data were prepared in a similar way to those
for powders (pre-treatment by fourth root, distances
based on Pearson’s correlation coefficient and Ward’s
cluster agglomeration rule). A dendrogram of exam-
ined samples prepared according to the fourth extrac-
tion procedure is shown in Figure 4.
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Fig. 4. Dendrogram of ecstasy tablets; Ti_j — tablet descrip-

tion, where: i — seizure, j — sample; (pre-treatment by fourth

root, distances based on Pearson’s correlation coefficient,
Ward’s cluster agglomeration rule).

As can be seen in Figure 4, at least four clusters
corresponding to the seizures were formed. One cluster
(no. 3) contained samples coming from two seizures,
but according to operational sources these seizures were
connected. Therefore, this classification can be treated
as correct. Analysis of ecstasy tablets according to the
remaining tested extraction procedures (I, II and III)
led to misclassification of the samples. This confirmed
that the fourth tested procedure (carbonate buffer of
pH = 9.0, ethyl acetate as an extracting agent) was the
most efficient of the tested procedures.
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It is also important to point out that a smaller num-
ber of peaks (originating from MDMA impurities)
were obtained in the chromatograms of ecstasy tablets.
Thus, interpretation of the results was more difficult
than for MDMA samples prepared in the laboratory.
The presence or absence of a given peak in some sam-
ples could significantly influence the results of cluster
analysis and change sample classification.

4. Conclusions

Differences in GC-MS conditions among the four com-
pared procedures did not significantly influence the in-
terpretation of results. The best performance was achieved
using the carbonate buffer of pH = 9.0 for samples disso-
lution and ethyl acetate as an extracting agent, as was
proposed by Rashed et al [35]. When MDMA samples
prepared in the laboratory were extracted according to
this procedure, they were classified correctly. Chemo-
metric interpretation of the profiles should be based on the
areas of selected peaks corresponding to the key impuri-
ties. Calculation of the fourth root of the peak areas al-
lows “weighting” of their influence on profiles classi-
fication. The best distance calculation methods were based
on correlation measures (Pearson, cosine), whereas the
best cluster agglomeration rule was Ward’s method.
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PROFILOWANIE ZANIECZYSZCZEN ORGANICZNYCH
3,4-METYLENODIOKSYMETAMFETAMINY (MDMA). POROWNANIE
METOD ANALITYCZNYCH I STATYSTYCZNYCH

1. Wstep

Plany dziatan na lata 2005-2008 oraz 2009-2012 do-
tyczace narkotykow, a wprowadzone przez Unig¢ Euro-
pejska (UE), zaktadaly ograniczenie produkcji oraz po-
dazy narkotykdéw syntetycznych poprzez opracowanie
dlugoterminowego rozwiazania na szczeblu UE w za-
kresie wykorzystania profilu sadowego do strategicznych
i operacyjnych celow $cigania [14, 15]. Europejska Stra-
tegia Antynarkotykowa (2005-2012) [16] wskazuje, ze
polityka antynarkotykowa powinna skupiac si¢ na wzmoc-
nieniu wspotpracy w zakresie egzekwowania prawa, do-
chodzen karnych i nauk sadowych pomigdzy panstwami
cztonkowskimi UE, ktore maja wspdlne interesy i (lub)
staja wobec tych samych probleméw zwiazanych z nar-
kotykami. Taka polityka doprowadzita do blizszej wspot-
pracy miedzy instytucjami i laboratoriami sadowymi.
Pierwsze migdzynarodowe badania dotyczace profilowa-
nia rozpoczely si¢ w 1997 roku. Projekt ,,Development of
a harmonized method for the profiling of amphetamines”,
sfinansowany przez UE, byt poswigcony metodzie profi-
lowania zanieczyszczen amfetaminy [1, 2, 3, 4, 5, 27].
Jego sukces doprowadzit do podjgcia kolejnego projektu
CHEDDAR (Collaborative Harmonized European Da-
tabase Determination of Amphetamine Relations). Glow-
nym jego celem bylo stworzenie wspdlnej bazy danych,
dzigki ktorej laboratoria moglyby poréwnywac profile
narkotykow skonfiskowanych w réznych krajach [12].
Podobny charakter (w stosunku do metamfetaminy i me-
tylenodioksymetamfetaminy) posiadat projekt CHAMP
(Collaborative Harmonization of Methods for Profiling
of Amphetamine Type Stimulants), ktory takze zostat sfi-
nansowany przez UE. Obejmowat on laboratoria krymi-
nalistyczne w calej Europie, jak réwniez Urzad do Walki
z Narkotykami (Drug Enforcement Administration) [11,
31, 46]. Rownoczesnie prowadzonych byto kilkanascie
projektow dotyczacych profilowania narkotykéw, m.in.
w Niemczech, Holandii, Szwajcarii i Polsce [10, 18, 19,
20, 22, 25, 26, 33, 37, 38, 39, 41]. Obszerne badania
w tym zakresie prowadzone byly takze w Hong Kongu,
Japoniii Australii [6, 7, 24, 30, 34]. Jednak z drugiej stro-
ny raport Interpolu zawierat informacjg, ze chociaz pew-
ne narkotyki byly odpowiednio scharakteryzowane pod
wzgledem ich profili zanieczyszczen, to wigkszos¢ z nich
nie byta dobrze rozpoznana.

W ostatnim czasie naukowcy szerzej zajeli si¢ bada-
niem MDMA, gtoéwnego sktadnika psychoaktywnego ta-
bletek ecstasy. Globalny wyrdb tego narkotyku, po znacz-

nym wzroscie w latach dziewigédziesiatych 20. wieku
zaczal male¢, glownie z powodu spadku produkceji w Eu-
ropie. Do 2003 roku najwigksze iloSci ecstasy skonfis-
kowano w Wielkiej Brytanii, Niemczech, Francji i Ho-
landii [17]. W latach 2000-2005 najwigksza liczbg la-
boratoriow produkujacych ecstasy zlikwidowano w Ho-
landii (111), Stanach Zjednoczonych (83), Kanadzie (71)
oraz Belgii (26). Z 8,5 ton (masa rownowazna) ecstasy
skonfiskowanych na $wiecie w 2004 roku 50% przechwy-
cono w Europie zachodniej i centralnej, 23% w Ameryce
Pohocnej, a 16% w Oceanii [9]. W 2004 roku blisko
24 000 konfiskat doprowadzito do przejecia ok. 28,3 mi-
liona tabletek ecstasy na terenie Unii Europejskiej. Jed-
nak w ciggu ostatnich 10 lat produkcja ecstasy przesungla
si¢ z Europy na inne kontynenty; obecnie na duza skale
prowadzona jest czg$ciej w Azji wschodniej i potudnio-
wo-wschodniej, w Ameryce oraz Oceanii. W 2008 roku
tylko 4 laboratoria produkujace ecstasy zostaty zlikwido-
wane w Europie wschodniej i centralnej, podczas gdy az
49 w innych regionach swiata [40].

W przypadku tabletek ecstasy profilowanie opierato
si¢ pierwotnie na okresleniu cech fizykochemicznych, ta-
kich jak ksztalt, masa czy logo [21]. Potem procedura
profilowania zaczgta obejmowaé badanie chemiczne za-
nieczyszczen obecnych w probce. Zanieczyszczenia te
stanowia substancje wprowadzone w czasie syntezy nar-
kotyku, a pochodzace z zanieczyszczen prekursordw, re-
agentow 1 rozpuszczalnikow oraz wszystkie substancje,
ktore powstaja w trakcie syntezy gtownego skladnika,
czyli produkty reakcji ubocznych. Niektore zanieczysz-
czenia stanowia zwiazki specyficzne nazywane markera-
mi, ktore powstaja tylko w danej metodzie syntezy [19,
36, 42, 43, 44, 45]. Gromadzenie wiedzy na temat two-
rzenia gltéwnych zanieczyszczen moze by¢ istotnym
aspektem wykorzystywanym w interpretacji wynikow
poréwnania profili chemicznych. Jednakze analiza po-
réwnawcza, np. systematyczne stosowanie profili zanie-
czyszczen do okreslania pochodzenia (stopnia pokrewien-
stwa) probek, jest skomplikowana ze wzgledu na wysoki
poziom ztozonosci danych oraz duza liczbg badanych
probek. W zwiazku z tym nadal potrzebny jest rozwoj
metod analitycznych i technik przygotowania danych [23].

Ekstrakcja ciecz-ciecz jest najczgsciej stosowang me-
toda izolacji zanieczyszczen z tabletek ecstasy. Sposoby
ekstrakcji ciecz-ciecz wykorzystanej w profilowaniu ta-
bletek ecstasy roznia sig kilkoma parametrami, takimi jak
pH, rodzaj uzytego buforu oraz odczynnika ekstrahuja-
cego, czas wytrzasania i wirowania, a takze stosowany
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wzorzec wewngtrzny (IS), ktory dodawany jest na etapie
przygotowania probki [10, 18, 19, 20, 22, 25, 26, 33, 37,
38, 39, 41]. Zanieczyszczenia sg najczesciej ekstrahowa-
ne z pH zasadowego lub obojetnego, a w tym celu stosuje
si¢ bufor weglanowy lub fosforanowy. Najczgsciej jako
odczynnik ekstrahujacy wykorzystuje si¢ toluen, n-hep-
tan, octan etylu, chlorek metylenu oraz eter dietylowy.

Do tej pory wigkszo$¢ metod profilowania zanie-
czyszczen pojawiajacych si¢ w publikacjach bazuje na
chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometria mas
(GC-MYS) lub z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym
(GC-FID) [18, 19, 20, 27, 28, 32, 35, 37, 38, 39]. Zaleta
metody GC-MS nad GC-FID jest jednoczesny rozdziat
zanieczyszczen oraz ich identyfikacja na podstawie widm
masowych zwiazkow. Parametry metod GC-MS 1 GC-FID
uzywanych do profilowania ecstasy zostaty opisane w in-
nej publikacji autorow [8].

Celem tego artykutu jest poréwnanie metod profilo-
wania MDMA pod wzgledem procedur stosowanych do
ekstrakcji organicznych zanieczyszczen oraz parametrow
metody GC-MS, a takze zestawienie metod statystycznych
stosowanych do rozrézniania probek. Mimo iz w wioda-
cych laboratoriach sadowych prowadzone sa obszerne
badania dotyczace profilowania MDMA, to stosowane
procedury ro6znia si¢ w znacznym stopniu. Dlatego auto-
rzy zdecydowali si¢ przeprowadzi¢ badania syntetycz-
nych probek MDMA otrzymanych w laboratorium oraz
tabletek ecstasy skonfiskowanych przez policjg, stosujac
opublikowane w artykutach cztery popularne metody pro-
filowania w celu oceny ich zdolnosci do izolacji zanie-
czyszczen, ktore moga by¢ uzywane do rozrézniania pro-
bek powiazanych i niepowiazanych.

2. Materialy i metody
2.1. Odczynniki chemiczne

Podczas ekstrakcji zanieczyszczen uzyto nastgpu-
jacych odczynnikow: bufor fosforanowy, pH = 7,00
(K,HPO4/KH,PO,, Merck, Darmstadt, Niemcy); bufory
weglanowe o réznych pH sporzadzono w laboratorium,
tj. o pH = 9,0 (NaHCO;3/Na,COs); pH = 10,0 (NaHCO;/
NaOH); pH = 12,0 (Na,CO3/NaOH); n-heptan (HPLC
grade, Aldrich, Darmstadt, Niemcy); eter dietylowy (La-
chemia, Neratovice, Czechy); octan etylu i toluen (Chem-
pur, Piekary Slaskie, Polska); difenyloamina (Sigma-Al-
drich, Steinheim, Niemcy).

2.2. Probki syntetyczne MDMA

Do badan wykorzystano 14 probek syntetycznych
MDMA otrzymanych w laboratorium. Syntezy prowa-
dzone byly na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiel-
lonskiego w Krakowie. Zastosowano trzy rézne metody

syntezy: metode Leuckarta, redukcyjnego aminowania
z uzyciem amalgamatu glinu (Al/Hg) jako reduktora oraz
metodg bromowania safrolu. Wszelkie szczegoty doty-
czace syntezy znajduja si¢ w publikacjach naukowych
[19, 36, 42, 43, 44, 45].

2.3. Tabletki ecstasy

Do badan wybrano po trzy tabletki pochodzace z pig-
ciu serii bedacych przedmiotem rutynowych badan w In-
stytucie Ekspertyz Sadowych. Liczba tabletek przypa-
dajaca na kazda seri¢ wynosita od 10 do 95. Wszystkie
przebadane tabletki ecstasy zawieraty jako substancje¢ ak-
tywna 3,4-metylenodioksymetamfetaming, natomiast wi-
zualnie roznily si¢ logo oraz kolorem. Zadna z tabletek
nie zawierata innych substancji psychoaktywnych (np.
substancji kontrolowanych, lekéw czy kofeiny).

2.4. Procedura ekstrakcji zanieczyszczen MDMA

Sposrod opublikowanych procedur ekstrakeji zanie-
czyszczen MDMA wybrano cztery warianty, ktore sto-
sowano podczas badan w celu ich poréwnania. Ory-
ginalne procedury [18, 19 20, 27, 28, 35, 37, 38, 39] zo-
staly w nieznaczny sposdb zmienione, aby dostosowac je
do dostgpnych odczynnikéow, naczyn laboratoryjnych,
sprzetu i przede wszystkim rodzaju badanych probek
(proszki i tabletki).

W celu izolacji zanieczyszczen z proszku zastosowa-
no nastgpujace procedury:

— procedura I (oparta na [37, 38, 39]) — 50 mg proszku
MDMA-HCI rozpuszczono w 2 ml buforu weglano-
wego o pH = 10,0, nastgpnie roztwor energicznie wy-
trzasano przez 25 min (2000 obr/min). Ekstrakcjg
prowadzono przy uzyciu 200 pl n-heptanu zawiera-
jacego difenyloaming (35 mg/1) jako IS. Roztwor wy-
trzasano przez 25 min (2000 obr/min) i poddano ana-
lizie;

— procedura II (oparta na [27, 28]) — 50 mg proszku
MDMA-HCI rozpuszczono w 3 ml buforu fosfora-
nowego o pH = 7,0, nast¢pnie wytrzasano przez 10 min
(2000 obr/min) i wirowano przez 8 min (4500 obr/min).
Dodano 300 pl toluenu (zawierajacego difenyloami-
ng o stezeniu 100 mg/ml jako IS) i wytrzasano przez
10 min (2000 obr/min) oraz wirowano przez 3 min
(3500 obr/min). Oddzielono warstwg toluenowa i po-
brano do analizy;

— procedura III (opartana[18, 19, 20]) — 10 mg proszku
MDMA-HCI rozpuszczono w 2 ml buforu o pH = 12,0,
nastepnie roztwor mieszano przez 10 min (2000 obr/min).
Ekstrakcj¢ prowadzono przy uzyciu 2 ml eteru diety-
lowego i wytrzasano przez 10 min (2000 obr/min).
Oddzielona faze organiczna odparowano do sucha,
dodano 500 pl eteru dietylowego z dodatkiem difeny-
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loaminy (100 mg/l) jako IS, mieszano przez kilka se-

kund i poddano analizie;

— procedura IV (oparta na [35]) — 50 mg proszku
MDMA-HCI rozpuszczono w 1 ml buforu weglano-
wego o pH = 9,0 i otrzymany roztwor mieszano na
wytrzasarce przez 30 min (2000 obr/min). Nastgpnie
dodano 1 ml octanu etylu i mieszano na wytrzasarce
przez 30 min (2000 obr/min). Roztwor wirowano
przez 5 min (3000 obr/min). Po odwirowaniu oddzie-
lono warstwe organiczna, odparowano do sucha, do-
dano 200 pl octanu etylu z dodatkiem difenyloaminy
(100 mg/l) jako IS, mieszano przez kilka sekund
i poddano analizie.

Procedura przygotowania tabletek obejmowata roz-
drobnienie tabletek w mozdzierzu w celu ujednorodnie-
nia i nast¢pnie odwazaniu 200 mg do kazdej analizy.
Dodatkowo, w odréznieniu od sposobu przygotowania
probek syntetycznych, zastosowano filtracj¢ buforu po
rozpuszczeniu w nim tabletki. Substancje dodatkowe sta-
nowiace mase¢ tabletkowa (np. kwasy tluszczowe) po-
wodowaly powstawanie emulsji i utrudniaty proces eks-
trakcji, dlatego wykorzystano proces przepuszczania roz-
tworu przez filtr nylonowy.

2.5. Rozdziat chromatograficzny

Wybrano cztery warianty parametréw metody GC-MS,
ktére odpowiadaty (co do numeru) metodom ekstrakcji.
Oryginalne przepisy zamieszczone w publikacjach [18,
19,20, 27,28, 35,37, 38, 39] zostaty czesciowo zmodyfi-
kowane ze wzgledu na dostepny sprzet.

W badaniach wykorzystano chromatograf gazowy
Hewlett-Packard, seria 6890, sprzgzony ze spektrome-
trem masowym Hewlett-Packard, seria 5973. Rozdzial
chromatograficzny prowadzono na kwarcowej kolumnie
kapilarnej HP5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Jako
gazu nosnego uzyto helu (1 ml/min). Dozowanie probki
(2 ul) odbywalo si¢ w trybie bez dzielenia strumienia
gazu no$nego.

Zastosowano nastgpujace programy temperaturowe
kolumny:

— procedura I (oparta na [37, 38, 39]) — temperatura
poczatkowa kolumny (50°C) byta utrzymywana przez

1 min, nastgpnic wzrastala liniowo z szybkoscia

10°C/min do 150°C, utrzymywana przez 5,5 min,

wzrastala liniowo z szybkoscia 10°C/min do 280°C

i pozostawata niezmieniona przez 10 min;

— procedura II (oparta na [27, 28]) — temperatura po-
czatkowa kolumny (90°C) byla utrzymywana przez

1 min, nastgpnie wzrastala liniowo z szybkoS$cia

8°C/min do 310°C i pozostawala niezmieniona przez

10 min;

— procedura III (oparta na [18, 19, 20]) — temperatura
poczatkowa kolumny (50°C) byta utrzymywana przez

1 min, nastgpnie wzrastala liniowo z szybkoS$cia

5°C/min do 150°C, utrzymywana przez 12 min, wzra-

stata liniowo z szybkos$cia 15°C/min do 300°C i pozo-

stawata niezmieniona przez 10 min;

— procedura IV (oparta na [35]) — temperatura poczat-
kowa kolumny (80°C) byla utrzymywana przez 1 min,
nastgpnie wzrastata liniowo z szybkoscig 35°C/min
do 180°C, utrzymywana przez 18 min, wzrastata linio-
wo z szybkoscia 50°C/min do 300°C i pozostawala
niezmieniona przez 2 min.

Temperatura dozownika wynosita 250°C dla proce-
dur 1111, 280°C dla procedury III oraz 270°C (procedu-
ralV).

Spektrometr masowy pracowal w elektronowym try-
bie jonizacji (EI) i wyposazony byl w analizator kwa-
drupolowy. Temperatury zrédta jondéw oraz kwadrupola
wynosity odpowiednio 230°C i 150°C. Energia wiazki
elektronéw wynosita 70 eV. Widma masowe zbierano
w zakresie 50 do 550 amu, natomiast czas rozpoczgcia
zbierania danych (ang. solvent delay) ustawiono na 3 min.

2.6. Analiza statystyczna i chemometryczna

Podstawowe obliczenia statystyczne prowadzono,
korzystajac z programu Excel (Microsoft). Do analizy
chemometrycznej wykorzystano pakiet Statistica 8.0
(StatSoft, Tulsa, Stany Zjednoczone).

Zastosowano rézne metody przygotowania danych
do analizy (normalizacja, wazenie, logarytm, pierwiastek
czwartego stopnia). Do obliczenia odlegltosci migdzy prob-
kami wykorzystano nastgpujace miary: odlegtos¢ eukli-
desowa, kwadrat odlegtosci euklidesowe;j, odlegtos¢ Man-
hattan, Czebyszewa, odleglo$¢ mierzona wspoétczynni-
kiem korelacji Pearsona (1-r) oraz miarg oparta na po-
miarze korelacji z wykorzystaniem cosinusa kata pomig-
dzy wektorami odpowiadajacymi poszczegdlnym prob-
kom.

Podczas analizy skupien przetestowano 7 regut aglo-
meracji: metode pojedynczego wiazania (SL), metode
pelnego wigzania (CL), metodg $rednich potaczen (UA),
metodg $rednich potaczen wazonych (WA), metodg $rod-
kéw cigzkosci (UM), metode wazonych $srodkow cigz-
kos$ci (mediany) (WM) oraz metod¢ Warda. Dodatkowo
do oceny stopnia zastosowania metod statystycznych
i chemometrycznych wykorzystano algorytmy matema-
tyczne: stosunek wartosci $rednich odlegtosci pomigdzy
powiazanymi i niepowiazanymi probkami, wartos¢
wspolczynnika rozréznienia (ED) oraz krzywe charak-
terystyki roboczej odbiorcy, zwane krzywymi ROC.

Problems of Forensic Sciences 2010, vol. LXXXIII, 269-287



284

K. Sekuta, D. Zuba

3. Wiyniki i dyskusja

3.1. Wplyw warunkéw GC-MS na profile
zanieczyszczen

W pierwszym etapie zbadano wptyw parametrow me-
tody GC-MS na jakos$¢ otrzymanych profili. Z dwoch
probek syntetycznych wyekstrahowano zanieczyszcze-
nia organiczne czterema metodami i przeprowadzono ich
analize, stosujac warunki GC-MS odpowiadajace dane;j
metodzie profilowania.

Bez wzgledu na wybor parametrow GC-MS, w trak-
cie analizy wykryto te same zanieczyszczenia (ich widma
masowe byly identyczne). Nie jest to zaskoczeniem, po-
niewaz procedury roznity si¢ glownie programami tem-
peraturowymi kolumny, a w konsekwencji czasem ana-
lizy, dlatego piki otrzymane w danych warunkach byly
jedynie przesunig¢te wzglgdem siebie. Chromatogramy
uzyskane po zastosowaniu zestawu I i II warunkow GC-
MS byly bardzo podobne. W przypadku zestawu III cat-
kowity czas analizy byt najdtuzszy (53 min), co powodo-
walo poszerzanie pikow, a w konsekwencji niedosta-
teczna separacj¢ zwiazkow. Po uzyciu zestawu IV uzys-
kane piki byly zazwyczaj stabo rozdzielone, ale czas
analizy byt najkrotszy (26,3 min). W przypadku niekto-
rych chromatogramoéw zaobserwowano piki pochodzace
od rozpuszczalnikdéw, ich zanieczyszczen oraz fazy sta-
cjonarnej. Niemniej jednak piki te nie przeszkadzaty
W znaczacy sposob w ocenie otrzymanych profili. Na ry-
cinie 1 przedstawiono przyktadowe chromatogramy prob-
ki MDMA przeanalizowanej z uzyciem czterech zesta-
wow parametrow GC-MS.

Jak wspomniano, réznice w otrzymanych chromato-
gramach nie wptywaly znaczaco na ostateczna interpreta-
cje wynikow. W zwiazku z tym arbitralnie wybrano pierw-
szy zestaw parametrow GC-MS.

3.2. Wplyw warunkow ekstrakcji na profile
zanieczyszczen

W kolejnym etapie zbadano wptyw ekstrakcji na jakosé
otrzymanych profili. Badania przeprowadzono, uzywa-
jac probek syntetycznych oraz tabletek ecstasy. Porow-
nano cztery wybrane metody ekstrakcji.

Podane warianty ekstrakcji réznily si¢ w glownej
mierze zastosowanym buforem i odczynnikiem ekstrahu-
jacym, a ponadto niektoére obejmowaty wirowanie pro-
bek, a inne tylko wytrzasanie. W metodach I, IIT i IV
zastosowany bufor miat pH zasadowe (I-pH =10,0; 111 -
pH=12,0;1V —pH =9,0), tylko w metodzie II pH buforu
wynosito 7,0. Fakt ten zwiazany byt z tym, ze wigkszo$¢
zanieczyszczen posiada charakter zasadowy tak jak
MDMA, natomiast uzycie buforu o pH = 7,0 pozwolito
otrzymac profile zanieczyszczen o charakterze obojgt-
nym oraz wyeliminowa¢ wptyw duzego piku pochodza-

cego od MDMA na rozdzial i analiz¢ chemometryczna.
W I procedurze ekstrakcji zastosowano roztwor bufo-
rowy o pH = 12,0. Oryginalny przepis przewidywal roz-
puszczanie probki MDMA w buforze o pH = 11,5, ale
w jednym z artykutow tych samych autorow wykorzysta-
no do profilowania MDMA bufor o pH = 12,8 [19], dla-
tego tez zdecydowano o uzyciu roztworu buforowego
opH=12,0.

W kazdej z metod uzyto innego odczynnika ekstrahu-
jacego: I — n-heptanu, II — toluenu, III — eteru dietylowe-
2o, IV — octanu etylu. Wszystkie te rozpuszczalniki cha-
rakteryzuja si¢ dos$¢ niska wzgledna przenikalnoscia
elektryczna, co umozliwia rozpuszczaniec w nich sub-
stancji, w ktorych przewazaja grupy hydrofobowe.

W przypadku procedur I, IT1 IV do ekstrakcji probek
syntetycznych odwazano 50 mg MDMA (zamiast
200 mg podanych w oryginalnych przepisach). Tylko
w III procedurze zachowano oryginalng ilos¢ MDMA
(10 mg). Natomiast podczas profilowania zanieczysz-
czen MDMA z tabletek ecstasy do ekstrakcji pobierano
200 mg probki. Wybor do badan takiej ilosci MDMA wy-
nikat z faktu, ze catkowita masa tabletki wynosi 200 mg,
a MDMA stanowi 20—30% ($rednio ok. 25%) catej masy
tabletkowej. Ponadto, jak juz wspomniano wcze$niej,
rozpuszczone w buforze tabletki ecstasy byty dodatkowo
filtrowane, aby utatwi¢ oddzielanie fazy organiczne;.

3.3. Ekstrakcja zanieczyszczen z probek
syntetycznych

Na rycinie 2 przedstawiono chromatogramy przy-
ktadowej probki MDMA (synteza metoda redukcyjnego
aminowania z uzyciem amalgamatu glinu (Al/Hg) jako
reduktora) otrzymane po zastosowaniu czterech sposo-
bow ekstrakeji I-IV.

Analizujac chromatogramy (rycina 2) zaobserwowa-
no, ze istotna rolg w ksztattowaniu profili zanieczyszczen
odgrywa pH roztworu buforowego uzytego do rozpusz-
czenia probki MDMA przed ekstrakcja zanieczyszczen.
Stosujac odpowiednie pH, mozna selektywnie ekstra-
howa¢ zanieczyszczenia o okreslonym charakterze. Jest
to szczegdlnie widoczne w przypadku II metody eks-
trakcji, gdzie pik pochodzacy od MDMA jest zdecydo-
wanie mniejszy niz w innych metodach. Fakt ten $wiad-
czy o tym, ze z pH = 7,0 ekstrahowane sa gldwnie zanie-
czyszczenia o charakterze obojgtnym. Natomiast w przy-
padku zmiany pH na zasadowe profile sa bogatsze w piki
pochodzace od zanieczyszczen zasadowych MDMA.

Po wizualnej ocenie chromatogramow przebadanych
probek syntetycznych stwierdzono, ze najbogatsze w piki
sa profile otrzymane po ckstrakcji metoda III. Jednak
glebsza analiza pozwolita stwierdzi¢, ze czgs¢ z tych pi-
kow pochodzi od rozpuszczalnika, jego zanieczyszczen
oraz fazy stacjonarnej kolumny. Z tego powodu analizo-
wanie chromatogramow bylo znacznie utrudnione.
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Oceng zastosowanych metod ekstrakcji prowadzono
za pomoca metod statystycznych i chemometrycznych.
Do analizy wzigto pod uwagg dwa rodzaje danych. Pierw-
szy rodzaj danych stanowily wybrane piki odpowiada-
jace charakterystycznym zanieczyszczeniom wystepuja-
cym w probkach MDMA. Na podstawie badan prowadzo-
nych wczesniej w Instytucie Ekspertyz Sadowych [39] wy-
brano 47 pikéw pochodzacych od zanieczyszczen MDMA.
W zwiazku z tym zestaw danych sktadat si¢ z 47 zmien-
nych i 14 przypadkow (14 probek). Drugi rodzaj danych
stanowity ,,cale chromatogramy” traktowane jako nieza-
lezne punkty (zmienne), tak wigc wymiar macierzy danych
wynosit 4612 x 14 (4612 zmiennych i 14 przypadkow).

W pierwszym etapie poddano ocenie rézne metody
wstepnej obrobki wynikow. Pewne algorytmy wymagaty
»operacji normalizacyjnych”, poniewaz w wielu przy-
padkach piki podchodzace od niektérych substancji byty
100 do 1000 razy wigksze od pozostatych. Sytuacja ta po-
wodowata problemy w trakcie analizy chemometrycznej,
poniewaz duze piki wplywaly znaczaco na wynik prze-
prowadzanych operacji matematycznych. Istnieje wiele
metod przygotowania danych do analizy statystyczno-
chemometrycznej, ktore moga by¢ stosowane indywidu-
alnie lub w polaczeniu z innymi [13, 25, 29]. Nie jest
mozliwe przetestowanie wszystkich metod oraz ich kom-
binacji, w zwiazku z czym autorzy zdecydowali si¢ wy-
bra¢ do dalszej oceny cztery z nich, ktére wydawaty si¢
adekwatne do zalozonego celu badan: 1. normalizacja
(N) — pole powierzchni kazdego piku podzielone jest
przez sumg pol powierzchni wszystkich pikow; 2. waze-
nie (W) — pole powierzchni kazdego piku podzielone jest
przez odchylenie standardowe obliczone dla pdl po-
wierzchni wszystkich pikow (operacja ta powoduje, ze
male piki maja porownywalne znaczenie w analizie jak
duze piki); 3. logarytm (log) — obliczenie logarytmu dzie-
sigtnego z pol powierzchni wszystkich pikow — znana
metoda stuzaca do zredukowania wplywu duzych pikow
na wynik analizy (problem ,,0” zostal wyeliminowany
przez zastapienie ich w zestawie danych przez ,,17);
4. pierwiastek czwartego stopnia (4R) — obliczenie pier-
wiastka czwartego stopnia z pol powierzchni wszystkich
pikdéw — metoda majaca dzialanie podobne do logarytmo-
wania.

W kolejnym etapie obliczono odlegltosci migdzy prob-
kami. W tym celu wykorzystano rdézne miary: odlegtos¢
euklidesowa, kwadrat odlegtosci euklidesowej, odleg-
1o$¢ Manhattan, Czebyszewa, odleglo$¢ mierzona wspot-
czynnikiem korelacji Pearsona (1-7) oraz miarg oparta na
pomiarze korelacji z wykorzystaniem cosinusa kata po-
migdzy wektorami odpowiadajacymi poszczegdlnym prob-
kom. Obliczone odleglosci zostaly podzielone na dwie
grupy odpowiadajace powigzanym i niepowigzanym prob-
kom. Probki MDMA przygotowane ta sama metoda syn-
tezy zostaly zaklasyfikowane do probek powiazanych.

W zwiazku z tym zestaw danych sktadat si¢ z 26 powia-
zanych 1 65 niepowiazanych odleglosci.

Ocena poszczegolnych zastosowan dokonywana byta
na trzy sposoby: 1. obliczenie stosunku srednich wartosci
odleglosci pomigdzy powigzanymi i niepowiazanymi prob-
kami (warto§¢ MR); 2. obliczenie warto$ci wspotczynni-
ka rozroznienia (ED) definiowanego jako stosunek Sred-
nich wartosci odlegtosci probek niepowiazanych minus
odchylenie standardowe do $rednich wartosci odleglosci
probek powiazanych plus odchylenie standardowe; 3. ob-
liczenie powierzchni pod krzywa ROC (AUC) [25].
Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli I 1 1.

W tabeli I poréwnano rézne sposoby wstepnej obrob-
ki danych oraz metody ekstrakcji. Pogrubiona czcionka
zaznaczono 8 najwigkszych wartosci obliczonych para-
metréw. Wyniki wskazaly, ze najbardziej efektywna me-
toda przygotowania danych jest obliczenie pierwiastka
czwartego stopnia oraz logarytmu. Zastosowanie kom-
binacji tych operacji nie zwigkszyto efektywnosci rozroz-
nienia probek powiazanych i niepowigzanych. W zwiazku
z tym w dalszych obliczeniach wykorzystano pojedynczo
operacj¢ logarytmowania i pierwiastkowania. Dane zostaty
takze wykorzystane do oceny uzytych metod ekstrakcji.
Poréwnujac parametry MR, ED oraz AUC mozna zauwa-
zy¢, ze najwyzsze wartosci uzyskano dla IV procedury,
dlatego przyjeto, ze zastosowanie tej metody ekstrakcji
prowadzi do najlepszego rozroznienia probek powiaza-
nych i niepowigzanych.

W tabeli II poréwnano zdolno$¢ réznych miar od-
legtosci do dyskryminacji probek powiazanych i niepo-
wiazanych. Dla kazdej metody wstgpnej obrobki danych
wybrano po dwie najwigksze warto§ci MR, ED oraz AUC
i zaznaczono je pogrubiong czcionka. Najbardziej efek-
tywne wyniki uzyskano dla odleglosci mierzonej wspot-
czynnikiem korelacji Pearsona (1-r) oraz miary opartej
na pomiarze korelacji z wykorzystaniem cosinusa kata
pomigdzy wektorami odpowiadajacymi poszczegdlnym
probkom. W niektorych przypadkach wykorzystanie od-
legtosci Czebyszewa prowadzito takze do dobrego roz-
roznienia probek, jednak autorzy postanowili wybra¢ do
analizy skupien odlegtosci oparte na wspolczynniku Pear-
sona oraz na cosinusie.

Wartoséci wspomnianych wczesniej parametrow byty
generalnie mniejsze niz oczekiwane oraz mniejsze niz np.
warto$ci ED dla heroiny [13] czy kokainy [25], jednak
pozwolily na poréwnanie wykorzystanych procedur.
Nizsze warto$ci mozna wytlumaczy¢ faktem, ze podczas
badan dysponowano mniejsza liczba probek oraz ze za-
nieczyszczenia MDMA cechuje mniejsza specyficznos¢
do rozrézniania metod i partii syntezy niz w przypadku
profilowania kokainy 1 heroiny.

Podczas analizy skupien przetestowano kilka zasad
laczenia: metodg pojedynczego wiazania (SL), metode
pelnego wigzania (CL), metodg $rednich potaczen (UA),
metode $rednich potaczen wazonych (WA), metodg $rod-
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kéw cigzkosci (UM), metode wazonych $rodkow cigz-
kos$ci (mediany) (WM) oraz metode Warda. Efektywno$¢
grupowania oceniana byla na podstawie klasyfikacji pro-
bek MDMA w grupy odpowiadajace danej metodzie syn-
tezy. W przypadku, gdy wszystkie probki zostaty od-
powiednio podzielone na grupy odpowiadajace danej me-
todzie syntezy, wowczas klasyfikacja byla uznana za
,»poprawna”, natomiast gdy jedna probka zostata Zle przy-
dzielona — klasyfikacja byta uznana za ,,prawie popraw-
na”. Po przeprowadzeniu analizy skupien okazalo sig, ze
»~poprawng” klasyfikacj¢ uzyskano po zastosowaniu
IV metody ekstrakcji oraz przygotowaniu danych po-
przez pierwiastkowanie czwartego stopnia (procedury:
4R + Pearson + WA, 4R + Pearson + UA, 4R + Pearson +
Ward, 4R + cosinus + CL, 4R + cosinus + WA, 4R + co-
sinus + UA, 4R + cosinus + Ward). Na rycinie 3 przed-
stawiono przyktadowy dendrogram prébek MDMA po-
prawnie sklasyfikowanych.

»Prawie poprawng” klasyfikacj¢ otrzymano dla pro-
cedury opartej na IV metodzie ekstrakcji oraz logarytmo-
waniu danych (procedury: Log + Pearson + Ward, Log +
cosinus + CL, Log + cosinus + Ward) oraz na I metodzie
ekstrakcji i obrobce danych poprzez logarytmowanie
(Log + Pearson + Ward).

Porownanie wynikow otrzymanych w trakcie analizy
skupien prowadzi do wniosku, ze najlepsze rezultaty otrzy-
mano, przygotowujac dane przez pierwiastkowanie czwar-
tego stopnia (drugic w kolejnosci jest logarytmowanie)
oraz stosujac odleglos$¢ oparta na wspolczynniku Pearso-
na i metode Warda jako regulg aglomeracji.

Jak wspomniano na poczatku rozdziatu, podobne ob-
liczenia przeprowadzono dla ,,catych chromatogramow”
traktowanych jako niezalezne punkty (zmienne). Otrzy-
mane wyniki przedstawiono w tabeli IIT 1 IV.

Otrzymane warto$ci MR, ED i AUC byty mniejsze od
odpowiednich parametréw przedstawionych w tabeli 1
111, co wskazuje, ze to zastosowanie jest mniej efektywne
niz analiza oparta na wybranych pikach. Wstgpnie przy-
gotowane dane poddano analizie skupien. Niestety w przy-
padku zadnej z zastosowanych procedur nie uzyskano
»poprawnej” klasyfikacji probek. Tylko probki otrzyma-
ne metoda Leuckarta oraz bromowania safrolu zostaty
przydzielone odpowiednio (przy zastosowaniu najlep-
szego zestawu dla analizy opartej na wybranych pikach:
4R + Pearson + WA), jednak w wiekszosci przypadkow
probki nie byly sklasyfikowane wedtug grup odpowia-
dajacych danej metodzie syntezy. Prawdopodobnie wy-
nika to z faktu, ze piki niepochodzace od zanieczyszczen
MDMA byty takze poddawane analizie chemometrycznej
i wplywaly znaczaco na otrzymane dendrogramy, dlatego
takie zastosowanie nie dato satysfakcjonujacych wyni-
kéw.

3.4. Ekstrakcja zanieczyszczen z tabletek ecstasy

W przypadku tabletek ecstasy wnioski dotyczace pH
roztworu buforowego byly podobne do wynikéw uzyska-
nych dla probek syntetycznych. Po zastosowaniu II me-
tody ekstrakcji pik pochodzacy od MDMA byt zdecy-
dowanie mniejszy niz w innych metodach. Poza tym pro-
file otrzymane po izolacji z roztworu zasadowego byly
znacznie bogatsze w piki pochodzace od zanieczyszczen
MDMA, co potwierdza, ze wigkszo$¢ zanieczyszczen ma
charakter zasadowy, podobnie jak 3,4-metylenodioksy-
metamfetamina.

Liczba zanieczyszczen i ich poziom w probce narko-
tyku zalezy przede wszystkim od tego, czy i jakie procesy
oczyszczania byly stosowane po syntezie. Generalnie
w syntezie organicznej po przeprowadzeniu reakcji i od-
parowaniu rozpuszczalnika mieszaning reakcyjna oczysz-
cza sig, stosujac seri¢ ekstrakcji ciecz-ciecz. W ten spo-
sob otrzymuje si¢ surowy produkt i na tym etapie synteza
narkotyku moze by¢ zakonczona. Jesli jednak chce sig
otrzyma¢ produkt lepszej jakoSci, tj. czystszy, surowy
produkt poddaje si¢ dalszym procesom oczyszczania, ta-
kim jak destylacja, krystalizacja itp. Tabletki ecstasy,
ktore trafiaja na rynek narkotykowy, poddawane sa naj-
czesciej takim procesom. Wiaza si¢ z tym utrudnienia
w profilowaniu MDMA. Uzyskane profile sa ubogie
w piki pochodzace od zanieczyszczen, zatem stwierdze-
nie, jaka metoda syntezy zostata otrzymana dana probka,
jest czgsto bardzo trudne. MDMA stanowi 20-30% calej
masy tabletkowej, a pozostata cz¢$¢ to domieszki i le-
piszcza dodawane juz po syntezie sktadnika aktywnego.
Dodatki te utrudniaja interpretacje wynikoéw profilowa-
nia, dlatego waznym aspektem w przypadku ekstrakcji
probek rzeczywistych jest dodatkowa filtracja roztwo-
row. We wstepnym etapie analizy tabletek ecstasy prze-
prowadzono ekstrakcjg zanieczyszczen organicznych bez
etapu filtracji, jednak tworzenie si¢ emulsji uniemozliwiato
oddzielenie i pobranie warstwy organicznej. Sprawdzono
takze wersj¢ z filtracja po dodaniu rozpuszczalnika orga-
nicznego. Jednak uzywane objgtosci ekstrahenta w sto-
sunku do objetosci roztworu buforowego sa kilkakrotnie
(wmetodzie I i [l nawet dziesigciokrotnie) mniejsze, dlatego
tez jego straty, a tym samym straty zanieczyszczen, bytyby
zbyt duze. Zdecydowano wigc, aby etap filtracji zastosowac
po rozpuszczeniu tabletek w roztworze buforowym.

Do oceny metod ekstrakcji przeprowadzono analize
skupien dla tabletek ecstasy. Do badan uzyto 15 tabletek
pochodzacych z 5 partii (po 3 tabletki z kazdej serii).
Dane przygotowane byly w podobny sposéb, jak w przy-
padku probek syntetycznych (wstgpna obrébka danych
poprzez obliczenie pierwiastka czwartego stopnia, odle-
glos¢ oparta na wspolezynniku korelacji Pearsona oraz
metoda Warda jako regula aglomeracji). Na rycinie 4
przedstawiono przyktadowy dendrogram dla tabletek
ecstasy ekstrahowanych z uzyciem IV metody.
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Jak wida¢ na rycinie 4, tabletki utworzyty cztery gru-
py odpowiadajace danym partiom. Jeden klaster zawierat
probki z dwoch serii, jednak jak wiadomo z dokumentacji
tych spraw, te partie byly ze soba powiazane, dlatego tez
klasyfikacja zostata uznana za poprawna. W przypadku
zastosowania pozostatych metod ekstrakcji (I, II i III)
analiza skupien nie doprowadzila do poprawnego gru-
powania tabelek ecstasy. Fakt ten potwierdza, ze IV pro-
cedura ekstrakcji (bufor weglanowy, pH = 9,0, octan
etylu jako odczynnik ekstrahujacy) jest najbardziej efek-
tywna sposrod testowanych metod.

Dodatkowo nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku table-
tek ecstasy uzyskano mato pikow pochodzacych od za-
nieczyszczen MDMA. Fakt ten powodowal trudnosci
w interpretacji otrzymanych wynikow. Pojawienie sig da-
nego piku w przypadku jednej probki, a drugiej nie,
wplywato znaczaco na wynik analizy skupien i mogto
powodowa¢ zmiang klasyfikacji badanych probek.

4. Whnioski

Badajac wpltyw warunkéw GC-MS na otrzymane pro-
file, okazalo sig, ze roznice w stosowanych parametrach
nie wptywaly znaczaco na interpretacje¢ wynikow. Naj-
lepsze rozroznienie probek udato si¢ uzyskaé dzigki za-
stosowaniu IV metody ekstrakcji z uzyciem buforu wegla-
nowego o pH = 9,0 oraz octanu etylu jako odczynnika
ekstrahujacego proponowanej przez Rasheda i in. [35].
W przypadku tej metody probki syntetyczne MDMA zo-
staly sklasyfikowane poprawnie. Analiza chemometryczna
oparta byla na wybranych pikach odpowiadajacych za-
nieczyszczeniom MDMA. Dane zostaly przygotowane
poprzez obliczenie pierwiastka czwartego stopnia z pol
powierzchni wybranych pikéw, co spowodowato zredu-
kowanie wptywu duzych pikow na wynik analizy. Naj-
lepsze rezultaty otrzymano, stosujac podczas analizy sku-
pien odleglo$¢ oparta na wspotczynniku Pearsona i co-
sinusie oraz metodg¢ Warda jako regul¢ aglomeracji.
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