
Deni} K. MD-Medical Data 2013;5(2): 163-166

Aktuelne teme/
Current topics

GASNA HROMATOGRAFIJA SAMASENOM
SPEKTROMETRIJOM KAO SKRINING
METODA U DETEKCIJI KOKAETILENA
NAKON ZLOUPOTREBE KOKAINA I
ETANOLA
GAS CHROMATOGRAPHYWITH MASS
SPECTROMETRYAS A SCREENING
METHOD IN DETECTION OF 
COCAETHYLENE AFTER ABUSING OF
COCAINE AND ETHANOL
Kristina Deni}1, Branislava Rusi}1, Sne`ana \or|evi}1,
Vera Luki}2, Vesna Kilibarda1, Nata{a Perkovi}-
Vuk~evi}1, Jasmina Jovi}- Sto{i}1
1 Centar za kontrolu trovanja, Vojnomedicinska akademija, Beograd
2 Institut za sudsku medicinu, Medicinski fakultet, Beograd

Sa`etak
Zloupotreba kokaina je {iroko rasprostranjen problem u mnogim zemljama, posebno ako se
kombinuje sa etanolom. Etanol menja biotransformaciju kokaina u jetri, {to rezultira trans-
esterifikacijom u aktivni metabolit kokaetilen. Kokaetilen produ`ava efekte kokaina, {to je
razlog istovremene zloupotrebe kokaina i etanola. Identifikacija kokaetilena u biolo{kim
uzorcima je veoma va`an korak u klini~kom pra}enju i le~enju otrovanih. U ovom radu je
opisana metoda gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom (GC-MS) za identi-
fikaciju kokaetilena u uzorcima biolo{kog materijala. Zahvaljulju}i kompjuterskoj bibliote-
ci masenih spektara mogu}e je identifikovati i potvrditi prisustvo kokaetilena u analiziran-
im uzorcima krvi i urina otrovanog bolesnika. Opisana GC-MS metoda je pouzdana i
osetljiva za detekciju kokaetilena u krvi i urinu. Primena GC-MS kao skrining metode u
urgentnim situacijama, u slu~ajevima kada se sumnja na koingestiju etanola sa kokainom,
daje pouzdane rezultate, koji su veoma zna~ajni za dalje pra}enje i le~enje otrovanog
bolesnika.
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UVOD
Kokain je potentan simpatikomimetik izolovan iz li{}a

biljke Erythroxylon cocae. Zbog psihostimulativnog efekta
do kojeg dovodi, njegova zloupotreba je {iroko rasprostran-
jena. Dostupan je u obliku hidrohloridne soli i ~iste baze
(“crack“). Hidrohloridna so se koristi za nazalnu i intraven-
sku primenu, dok se “crack“ koristi za pu{enje. Na~in pri-
mene i doza unetog kokaina uti~u na du`inu trajanja i inten-
zitet efekata do kojih dovodi. Nakon pu{enja i intravenske
primene ose}aj euforije, poja~ane mentalne i fizi~ke izdr`lji-
vosti nastupa br`e i ja~eg je intenziteta u odnosu na nazalnu
primenu (1). U organizmu se metaboli{e do niza strukturno
sli~nih jedinjenja od kojih puni farmakolo{ki efekat posedu-
je samo nor-kokain, dok su benzoilekgonin i ekgonin metil

estar delimi~no aktivni. Poluvreme eliminacije kokaina je
oko 1h (2). Ne`eljeni efekti kokaina zavise od u~estalosti i
na~ina primene. Kokain pokazuje izraziti kardiotoksi~ni
efekat. Dovodi do razvoja hipertenzije, ventrikularnih arit-
mija, akutnog infarkta miokarda i hipertrofije leve komore.
Upravo su kardio i cerebrovaskularni poreme}aji uzrok
smrti u`ivaoca kokaina. Pored pomenutih somatskih
poreme}aja, kokain dovodi i do paranoidno-psihoti~nih epi-
zoda okarakterisanih slu{nim halucinacijama (1,3).

Poznato je da se kokain istovremeno zloupotrebljava sa
alkoholnim napicima (3). Istovremena upotreba kokaina i
etanola rezultuje interakcijama kako na farmakodinami~-
kom tako i na farmakokineti~kom nivou (4). Etanol dovodi
do promena u kinetici i metabolizmu kokaina, {to za posle-
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dicu ima direktnu biosintezu novog, aktivnog metabolita
kokaetilena (etil estra benzoilekgonina) (5). Osim toga, u pri-
sustvu etanola se oko 17% metaboli~ke konverzije kokaina
u benzoilekgonin preusmerava na stvaranje kokaetilena (6).
Kao i kokain, kokaetilen inhibira ponovno preuzimanje
dopamina i serotonina (u manjoj meri) i na taj na~in ispolja-
va iste farmakolo{ke i bihejvioralne efekte. Poluvreme elim-
inacije kokaetilena (t1/2~2h) je du`e u odnosu na kokain.
Potenciranje i produ`avanje eufori~nog efekata kokaina
razlog je istovremene upotebe etanola i kokaina. Pored adi-
tivnog farmakolo{kog efekta, potrebno je istaknuti i
pove}ani rizik od smrtnog ishoda kod osoba koje istovre-
meno zloupotrebljavaju kokain i etanol u odnosu na one koje
koriste samo kokain (5,6). Zbog toga je dokazivanje prisust-
va kokaetilena u biolo{kim uzorcima, kao markera istovre-
mene zloupotrebe kokaina i etanola va`an korak u pra}enju
i le~enju otrovanih. Za dobijanje pouzdanih i nedvosmis-
lenih rezultata neophodno je primeniti dovoljno osetljivu
metodu da bi se detektovale o~ekivane niske koncentracije
kokaetilena. Od brojnih raspolo`ivih tehnika kao {to su imu-
nohromatografija i te~na hromatografija sa UV i masenom
detekcijom, zadovoljavaju}e rezultate pokazuje gasna hro-
matografija sa maseno-spektrometrijskom detekcijom.

Cilj ovog rada je da prika`e gasnu hromatografiju sa
maseno-spektrometrijskim detektorom, kao skrining metodu
za detekciju kokaetilena u humanoj krvi i urinu.

MATERIJAL I METODE
Uzorci krvi i urina uzorkovani su od bolesnika otrovanog

etanolom i kokainom koji je primljen na kliniku za urgentnu
toksikologiju Vojnomedicinske akademije. Uzorak urina
najpre je podvrgnut imunohromatografskom skriningu na
sredstva zloupotrebe, a potom zajedno sa uzorkom krvi
adekvatno pripremljen za dalju analizu. 

Reagensi:
• Metanol (p.a.) i destilovana voda - J.T.Baker, HPLC

Grade purity
• Ethylacetate – for GC, Merck 
• Reagens za derivatizaciju BSTFA (N, O-bistrimetilsilil

trifluoroacetamid), Serva

• Thermo Scientific cartridges (Hypersep Retain-PEP
60mg/3ml SPE Column)

Hromatografski uslovi za GC-MS:
• Gasni hromatograf - Trace GC Ultra Thermo Scientific 
• Kolona: TG-5 MS, 30 m x 0,25 mm, debljina filma 
0,25 µm
• Temperatura injektora 200°C 
• Temperatura transfer linije 200°C
• Temperaturni program kolone: po~etna temperatura

kolone iznosila je 50°C u toku 1 min, a zatim je kolona
zagrejana do 300°C sa porastom temperature od 10°C/min.
Kolona je grejana na 300°C u toku 7,5 min.

• MS detektor: opseg merenja m/z 50-650
• EI jonski mod
Priprema uzoraka za analizu:
Uzorci krvi i urina pripremani su ~vrsto-faznom ekstrak-

cijom na Thermo Scientific kertrid`ima. Aktivacija kertrid`a
vr{ena je metanolom i vodom. Nakon nano{enja uzorka i
pranja kertrid`a 5% metanolom, analit je eluiran metanolom.
Tako pripemljen uzorak anlaziran je HPLC-PDA tehnikom.
Ekstrakt je zatim derivatizovan pomo}u BSTFA i analiziran
GC-MS metodom.

REZULTATI 
Primenom imunohromatografkog testa u uzorku urina

pacijenta dokazano je prisustvo kokaina. Za potvrdu dobije-
nih rezultata imuno testom kori{}ena je HPLC-PDA tehnika
kojom je dokazano prisustvo kokaina i njegovog metabolita
benzoilekgonina. 

Slika 1. GC-MS hromatogram uzorka urina Slika 2. Maseni spektar kokaetilena
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U uzorku krvi GC-FID tehnikom (gasna hromatografija

sa plameno jonizacionim detektorom) dokazano je prisustvo
etanola u koncentraciji od 0,3 ‰. 

Zbog pozitivnog rezultata na prisustvo etanola u krvi i
kokaina u urinu kori{}ena je GC-MS tehnika za potvrdu
prisustva kokaetilena u uzorcima krvi i urina (karakteristi~ni
joni m/z 82, 96, 240, 285). 

Na slikama 1. i 2. prikazani su hromatogram uzorka uri-
na i maseni spektar kokaetilena nakon GC-MS analize.

DISKUSIJA
Kokaetilen je znatno toksi~niji od kokaina i ima du`e

poluvreme eliminacije. Kokaetilen potencira direktne kar-
diotoksi~ne i indirektne neurotoksi~ne efekte kokaina. Zbog
toga konzumiranje kokaina zajedno sa etanolom mo`e biti
udru`eno sa zna~ajnim porastom verovatno}e nastajanja
neurolo{kih ili kardiolo{kih poreme}aja(7). Za adekvatno
zbrinjavanje otrovanih bolesnika koji su istovremeno upo-
trebljavali kokain i etanol, od velikog je zna~aja detektovati
prisustvo kokaetilena u biolo{kim uzorcima. Dokazivanje
prisustva kokaetilena u krvi zna~ajno je za monitoring far-
makolo{kih efekata, dok potvrda njegovog prisustva u urinu
ukazuje na eliminaciju ovog metabolita iz organizma.
Detekcija kokaetilena daje nedvosmislen podatak o istovre-
menom uzimanju navedenih psihoaktovnih supstanci. To je
posebno va`no u situacijama kada je u`ivalac kokaina uneo
malu koli~inu etanola (dovoljnu za sintezu kokaetilena) koja
se posle odre|enog vremena ne mo`e detektovati primenom
standarnih metoda za odre|ivanje koncentracije etanola. 

Prisustvo kokaetilena u krvi iako ne pove}ava procenat
trovanja sa letalnim ishodom, zna~ajno pove}ava verovatno-
}u zbrinjavanja otrovanih u jedinicama intenzivne nege (8).

U literaturi su opisane razli~ite metode za odre|ivanje
metabolita kokaina. Najbr`i rezultati mogu se dobiti pri-
menom imuno testova. Na ovaj na~in mogu se odrediti jed-
injenja iz iste grupe (iste hemijske strukture u osnovi) ali se
ne mo`e odrediti struktura svakog pojedina~nog jedinjenja.
Primenom HPLC-PDA tehnike mogu se detektovati samo
neki od metabolita kokaina, kao {to je benzoilekgonin. Zbog
svog zanemarljivog farmakolo{kog efekta, pra}enje ovog
metabolita nema klini~ki zna~aj. S druge strane, detekcija
kokaetilena je s klini~kog aspekta daleko zna~ajnija, ali je
zbog slabe osetljivosti HPLC-PDA tehnike onemogu}ena.
Zbog toga je neophodno primeniti maseno spektrometrijsku
metodu koja ima ve}u osetljivost. 

Primenom te~ne hromatografije sa maseno-spektrometri-
jskom detekcijom mogu}e je potvrditi prisustvo kokaina i
njegovih metabolita, kao i prisustvo kokaetilena kod osoba
koje su zloupotrebljavale i alkohol zajedno sa kokainom (9).

Te~na hromatografija sa maseno-spektrometrijskim de-
tektorom (LC-MS) je veoma mo}na analiti~ka metoda. Zah-
valjuju}i velikoj osetljivosti, selektivnosti i specifi~nosti
mogu se u ciljanim analizama detektovati i tragovi analita u
razli~itim matriksima. Me|utim, primena ove metode u ruti-
nskim analizama, kada je neophodan skrining, ograni~ena je
razli~itim faktorima, kao {to su sastav mobilne faze, uticaj
komponenti matriksa na mogu}nost detekcije analita, kao i
nemogu}nost primene univerzalne biblioteke koja bi omo-
gu}ila identifikaciju velikog broja razli~itih jedinjenja pod
istim analiti~kim uslovima (9-10 ).

Gasna hromatografija sa masenom spektometrijom (GC-
MS) je kao i LC-MS metoda veoma specifi~na i osetljiva.
Zahvaljuju}i primeni kompjuterskih biblioteka masenih
spektara, mo`e se koristiti i kao skrining metoda za identi-
fikaciju nepoznatog uzro~nika trovanja, jer daje nedvosmis-
lenu potvrdu identiteta ispitivanog jedinjenja. Kao takva,
ova tehnika pogodna je za potvrdu prisustva o~ekivanih
niskih koncentracija kokaetilena u analiziranim biolo{kim
uzorcima. To je posebno va`no u urgentnim stanjima kada je
neophodno u {to kra}em vremenskom periodu izdati pouz-
dan i ta~an rezultat (11-15).

Fleming i saradnici su opisali GC-MS metodu za odre-
|ivanje koncentracije kokaina, benzoil-ekgonina, kokain-
metil estra i kokaetilena u SIM modu („single ion monitor-
ing“) nakon ~vrsto-fazne ekstrakcije uzoraka urina (11).

Uzorci biolo{kog materijala se posle ekstrakcije moraju
derivatizovati da bi mogli da se analiziraju GC-MS meto-
dom. Contreras i sar. preporu~uju derivatizaciju pomo}u
anhidrida pentafluoropropionske kiseline i heksafluoroizo-
propanola (12).

S obzirom na to da se uz kokain ~esto zloupotrebljavaju
i druge psihoaktivne supstance, mogu}nost skrininga GC-
MS metodom je zna~ajna za njihovu detekciju i adekvatno
zbrinjavanje otrovanog.

GC-MS metoda se mo`e koristiti za identifikaciju i
kvantifikaciju psihoaktivnih jedinjenja kao {to su kokain i
metaboliti, kanabinoidi, amfetamini, opijati morfinske struk-
ture, hipnotici, antidepresivi i antipsihotici u biolo{kom
uzorku. Uzorci se analiziraju nakon derivatizacije N-metil-
N-(trimetilsili) trifluoroacetamidom. Ova anliti~ka metoda
se primenjuje u anlizi prisustva navedenih jedinjenja osoba
koje su primljene u hitnu pomo} (13).

Etanol inhibira hidrolizu kokaina do benzoilekgonina i
ekgonin-metilestra posredstvom enzima karbiksilesteraze.
Usled inhibicije ovog enzima mo`e do}i i do promene u
metabolizmu lekova koji mogu biti koingestirani zajedno sa
kokainom i etanolom, zbog ~ega je neophodan monitoring
otrovanog(16,17). U skladu sa tim za analizu uzoraka je
potrebno primeniti skrining metodu koja }e dati pouzdane
rezultate. Iz tog razloga je u analizi uzoraka krvi i urina paci-
jenta nakon ingestije kokaina i etanola kori{}ena GC-MS
metoda. Rezultati na{e analize potvrdili su prisustvo
kokaina, benzoil-ekgonina kao i kokaetilena, s obzirom na to
da je alkohol u krvi bio pozitivan.

Zaklju~ak
Identifikacija kokaetilena u uzorcima biolo{kog materi-

jala je veoma zna~ajna u cilju potvrde ko-ingestije kokaina i
etanola. S obzirom na to da etanol menja metabolizam koka-
ina i produ`ava njegove efekte, GC-MS metoda je veoma
pouzdana i osetljiva metoda za detekciju kokaetilena. Zah-
valjuju}i kori{}enju biblioteke masenih spektara u identi-
fikaciji kokaetilena, ovo je metoda izbora, posebno u slu~a-
jevima kada je potrebno dokazati njegovo prisustvo u uzor-
cima otrovanih pacijenata u nedostatku analiti~kog standar-
da. Na ovaj na~in omogu}eno je bolje pra}enje i le~enje
otrovanih.
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Abstract
Abuse of cocaine is a widespread problem in many countries, especially if it is abused with
ethanol. Ethanol alters the hepatic biotransformation of cocaine, resulting in transesterifi-
cation to an active metabolite, cocaethylene. Cocaethylene prolongs cocaine effects which
is the reason of cocaine and ethanol coconsumption. Identification of cocaethylene in bio-
logical samples is very important step in clinical  monitoring and treatment of intoxicated
patient. We described gas-chromatography-mass spectrometric method (GC-MS) for iden-
tification of cocaethylene in biological samples. Thanks to computer mass spectrum
library it was possible to identificate and confirme the presence of  cocaethylene in
analysed blood and urine samples of intoxicated patient. 
Described GC-MS method is accurate and sensitive in detecting cocaethylene in human
blood and urine. The use of this GC-MS as a screening method in emergency situations,
in cases of suspected ethanol and cocaine co-consumption, gives the reliable results which
is very important in further monitoring and treatment of intoxicated patient.
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