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GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY (GC/MS) APPLICATION IN THE ANA-
LYSIS OF COMPLEX MIXTURES OF PSYCHOACTIVE AMINES.

ABSTRACT - Conditions have been developed for separation and identification of amphetamine
and its eleven structural analogs, using the gas chromatography-mass spectrometry method. Scpa-
ration of this complex mixture of amines was achicved on three capillary columns with phases:
SPB-Octyl, BP-1 and MDN-35. On thecolumn with SPB-5 the separation of cphedrine and p-
metooxyamphetamine, as well as MDMA and p-hydroxycthylamphatamine was unsatisfactory,
while MDA and p-hydroxymetamphcetamine have not been scparated at all, Good conditions for
scparation and identification of all the twelve amines were attained as a result of their derivatisa-
tion with the trifluoracctic anhydride, characterized by a 100% cfficacy with no by-products.
Practical uscfulness of the developed conditions was checked by mcans of urinalysis in a patient
undergoing methadone treatment, in whom amphetamine was detected in a screening test. Urina-
iysis not only confirmed the presence of the drug, but also detected the presence of nicoting and its
two metabolites, as well as of methadone and three metabolites. Moreover, Selegiline (a medicine
for Parkinson's discasc) was detected.

Key words: amphetamine, designer drugs, gas chromatography, mass spectrometry.

WSTEP

Wedlug réznych szacunkéw nielegalna produkcja amfetaminy w Polsce stanowi
15-20% rynku europejskiego. Tak duza skala produkeji przyczynia sie do wzrostu
dostepnosci narkotyku wérdd polskich narkomandw i coraz czgéciej na Oddziaty De-
toksykacyjne, obok pacjentéw stosujacych opiaty, trafiaja osoby uzaleznione od am-
fetaminy.

Jednakze problem stosowania amin psychoaktywnych do celéw pozamedycznych
nie ogranicza si¢ do amfetaminy i metamfetaminy, gdyz na nielegalnym rynku poja-
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wilo sig wiele produktéw ich modyfikacji strukturalnych, tzn. narkotykow zmodyfi-
kowanych (designer drugs). Dochodzi do swoistej rywalizacji pomigdzy prawodaw-
ca, obejmujacym kontrola nowe zwiazki psychoaktywne pojawiajace si¢ na rynku, a
nielegalnymi producentami probujacymi wprowadzié nowe narkotyki.

Wsrod narkotykow zmodyfikowanych na szczegdlng uwage zashuguja tzw. entak-
togeny, stosowane coraz czgéciej jako $rodki odurzajace na dyskotekach oraz na tzw.
»faving parties” — imprezach majacych na celu grupowe przezywanie oszotomienia
narkotycznego. Nalezg do nich zwiazki posiadajace ugrupowanie 3,4-dioksymetyle-
nowe: 3,4-metylenodioksyamfetamina (MDA), 3,4-metylenodioksymetamfetamina
(MDMA), 3,4-metylenodioksy-N-etyloamfetamina (MDE) i {N-metylo-1-(3,4-me-
tylenodioksyfenylo)-2-aminobutan] (MBDB).

Psychoaktywnym analogiem strukturalnym amfetaminy jest rOwniez katyna, 162-
niaca si¢ od niej tylko obecnoscia grupy hydroksylowej w taficuchu bocznym oraz N-
metylowa pochodna katyny — efedryna. Niektére psychoaktywne analogi amfetami-
ny i metamfetaminy sg juz od do$¢ dawna obecne na polskim rynku narkotykowym,
a prawdopodobienstwo pojawienia sig innych jest bardzo wysokie. Dlatego chemicy
w laboratoriach kryminalistycznych musza by¢ przygotowani do analizy bardzo licz-
nej grupy psychoaktywnych analogow amfetaminy zatrzymywanych przez policje, a
toksykolodzy — do identyfikacji oraz ilodciowego oznaczania tych analogow w ply-
nach biologicznych. To drugie zadanie jest trudniejsze, gdyz nie ogranicza si¢ do
wykrywania substancji macierzystej, ale obejmuje réwniez analizg metabolitow. Np.
MDE mozna wykry¢ siedem dni po przyjeciu na podstawie identyfikacji w moczu meto-
da GC/MS specyficznego metabolitu — 3-metoksy-4-hydroksyetyloamfetaminy (4).

Amfetamine mozna wykrywac za pomoca rézoych testéw immunologicznych —
testu plytkowego Ontrak (Hoffmann — La Roche), testu paskowego Frontline (Boeh-
ringer Mannheim), testu wielozadaniowego Triage (Merck), a takze metody immu-
nofluorescencji w §wietle spolaryzowanym — FPIA (Abbott), ktora opiera si¢ na re-
akcji antygen-przeciwcialo. Ta ostatnia metoda jest najbardziej rozpowszechniona,
gdyz pozwala nie tylko wykry¢ obecnosé, ale réwniez okresli¢ przyblizone stezenie
amfetaminy w badanej probcee. Jej staba strong jest niska specyficznosc, gdyz z prze-
ciwciatami skierowanymi przeciw amfetaminie reaguja rowniez zwiazki o zbliZonej
do amfetaminy budowie chemicznej (tzw. reaktywno$¢ krzyzowa), co moze prowa-
dzi¢ do blednych wynikéw zaréwno jakoSciowych, jak i ilo§ciowych.

Ponadto dodatni wynik badania moczu metoda FPIA oznacza jedynie obecnos¢ w
nim zwigzkow z grupy amfetamin, nie wskazuje natomiast, jakie to s3 zwiazki. Ich iden-
tyfikacja wymaga zastosowania jednej z metod chromatograficznych: wysokosprawnej
chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC), chromatografii gazowej (GC) lub chroma-
tografii gazowej sprzezonej ze spektrometria masowa (GC/MS). HPTLC wyr6inia sig
prostota wykonania i nie wymaga kosztownej aparatury, ale w odniesieniu do zlozonych
mieszanin psychoaktywnych amin okazuje si¢ najczgsciej mato skuteczna (13).

Najbardziej czula i specyficzna metoda identyfikacji ztozonych mieszanin analo-
gow strukturalnych amfetaminy i metamfetaminy jest chromatografia gazowa potg-
czona ze spektrometria masowa (GC/MS).
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Przydatno$é chromatografii gazowej do analizy amfetaminy i jej pochodnych wynika
z do$¢ duzej lotnoci i stosunkowo niskiej masy molowej tych zwiazkow. Badanie tg
metoda ogranicza sig w zasadzie do zwiazkow, ktorych masa molowa nie przekracza
1000 daltonéw. Dobre rezultaty daje stosowanie niepolamych i stabo polarnych (np. BP-
5, SE-30, SPB-5) kolumn kapilarnych o dhugosci od 12 do 30 m. W przypadku identyfi-
kacji i oznaczania tych zwiazkéw w tabletkach, kapsutkach (,,dziatki™ uliczne) analiza
nie nastrecza z reguly wigkszych klopotow. Problemy pojawiaja sig przy monitorowaniu
tych zwigzkow na poziomie stezen rzedu ng/ml, a wiec takich, jakic wystepuja w ply-
nach biologicznych. W strukturze niektdrych substancji, bedacych metabolitami amin
psychoaktywnych, wystepuja dwie grupy funkcyjne — pierwszo- lub drugorzedowa ami-
nowa (zasadowa) oraz kwasna — fenolowa. Ze wzgledu na obecnos¢ tych ugrupowan
wykazujg one bardzo duza tendencj¢ do nicodwracainej adsorpeji zardwno na etapie
przygotowania probki (straty wywolane obecnoscig centrow absorpeyjnych na szkle),
jak1 podczas wiasciwej analizy chromatograficznej, szczegblnie w przypadku oznaczen
ilosciowych zwiazku. Wymaga to spelnienta pewnych wymogow dotyczacych obu eta-
pow analizy. Niezbedne jest odpowiednie przygotowanie ,,drogi chromatograficznej’™
komora nastrzykowa oraz kolumna kapilarna musza by¢ pozbawione centrow aktyw-
nych posiadajacych wiasnoéei adsorpeyjne. Na etapie przygotowania probki, w czasie
ekstrakcji, niezbgdne jest stosowanie buforu gwarantujacego stale pH (ze wzgledu na
amfoteryczne wiasciwosci zwigzkow) oraz zastosowanie standardu wewngtrznego.

W przypadku analizy chromatograficznej z detekcja FID (Flame Ionization Detec-
tor), NPD (Nitrogen — Phosphorus Detector) i ECD (Electron Capture Detector) iden-
tyfikacji zwiazkéw dokonuje sie w oparciu o czas retencii (czas, po jakim substancja
wprowadzona do komory nastrzykowej chromatografu dochodzi do detektora). Taka
metodyka identyfikacji wymaga zastosowania wzorcow substancji analizowanych.
Wynik pordwnania czasow retencji substancji wzorcowych i badanych stanowi jed-
no z podstawowych kryteridéw ich identyfikacji. Nie sg to jednak wyniki absolutnie
jednoznaczne, gdyz rozne substancje w okre$lonych warunkach analizy mogg mieé
identyczny czas retencji. W takich przypadkach w identyfikacji badanej substancji
moze pomoc zmiana parametrow analizy (np. zmiana programu temperaturowego),
zastosowanie kolumn o innej polarnodci lub tzw. derywatyzacja tj. przeksztaicanie
zwigzkéw analizowanych w latwiejsze do analizy pochodne, np. trifluoroacetylowe
(6); trichloroacetylowe (5), pentafluoropropionowe (3, 9) lub heptafluorcbutyrylowe
(7). Zasadniczym celem derywatyzacji, w przypadku zwiazkéw zawierajacych po-
larne grupy funkcyjne, jest zwiazanie aktywnego wodoru, ktore prowadzi do wzrostu
lotnodci oraz znacznego zmnigjszenia stopnia nieodwracalnej absorbcji zwigzku na
fazie stacjonarnej kolumny i w komorze nastrzykowej. Dzigki temu na chromatogra-
mach otrzymuje sig wysokie piki o malej szerokosci potowkowej. Speinienie tych
wymagan jest szczegdlnie istotne przy analizie materiatu biologicznego.

Pelng i bardziej wiarygodna identyfikacje skladnikéw mieszaniny zwiazkéw uzy-
skaé mozna stosujac tzw. techniki taczone GC-MS, GC-FTIR, LC-MS (Liquid Chro-
matography-Mass Spectrometry). Rejestrujg one, oprocz czasu retencji, tzw. widma
masowe (dla detekcji FTIR — widma w podczerwieni), ktore odzwierciedlaja budo-
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we czasteczki zwiazku organicznego. Interpretacja otrzymanych widm polega w naj-
prostszym przypadku na poréwnaniu go z katalogowym widmem masowym znajdu-
jacym sig w komputerowej bazie danych. Komputerowe biblioteki widm masowych
zawieraja po kilkaset tysiecy widm i1 wyposazone sa dodatkowo w specjalistyczne
oprogramowanie stuzace do ich przeszukiwania. Moze sig jednak zdarzy¢, ze baza
danych nie zawiera widma masowego analizowanej substancji, na przyklad, gdy ba-
dane sa probki nowych zwiazkéw o zmodyfikowanej strukturze, pobrane z miejsc
ich nielegalnej syntezy. Istnieja reguly interpretacji widma masowego, ktore pozwa-
laja na okreslenie przyblizone;j liczby atomow wegla w czasteczee (gdy zarejestrowany
zostat pik jonu molekularnego). Mozna stwierdzi¢ obecnos¢ w czasteczce atomow chlo-
ru i bromu. Takie spostrzezenia, jak réwnieZ znajomo$é mechanizméw fragmentacji
zwiazkéw w detektorze masowym oraz informacje dostarczane przez inne metody in-
strumentalne — FTIR, 'HNMR, *CNMR i UV, pozwalaja z reguty na okreslenie struktu-
ry zwigzku badanego. Ostatecznym potwierdzeniem jest pordwnanie danych fizykoche-
micznych analizowanej substancji z danymi uzyskanymi dla wiarygodnego wzorca.
Nalezy podkreslic, Ze nie istnieje technika uniwersalna, automatycznie rozwiazu-
jaca wszystkie problemy i trudne sytuacje analityczne. Material badany zawiera bo-
wiem czesto, oprocz substratéw, substancji poérednich i finalnych, takze szereg za-
nieczyszczen, np. specyficzne produkty uboczne, ktore zreszta czgsto pozwalaja okre-
§li¢ metode syntezy narkotyku (2, 15). Takie przypadki wymagaja odwolania sig do
specjalistycznej literatury, a takze do§wiadczenia i wiedzy chemicznej analityka.

MATERIAL

Wzorce siarczanu amfetaminy, chlorowodorku metamfetaminy, chlorowodorku 2,5-
dimetoksy-4-metyloamfetaminy (DOM/STP) i chlorowodorku p-hydroksymetamfe-
taminy pochodzily z firmy Sigma Chemicals (ST. Louis, MO, USA}. Chlorowodorek
efedryny, chlorowodorek katyny (2-amino-1-fenyloprapanolu-1) oraz chlorowodo-
rek [N-metylo-1-(3,4-metylenodioksyfenylo)-2-aminobutan] (MBDB) otrzymano z
Division of Narcotic Drugs, Vienna International Centre, ONZ.

Wzorce 3,4-metylenodioksyamfetaminy (MDA), 3,4-metylenodioksyetyloamfeta-
miny (MDEA), 3,4-metylenodioksymetamfetaminy (MDMA), etyloamfetaminy,
propyloamfetaminy, butyloamfetaminy i p-metoksyamfetaminy (PMA) otrzymano
w reakeji redukeyjnego alkilowania odpowiedniego ketonu chlorowodorkiem N-al-
kiloaminy lub — dla PMA — octanem amonu wabec cyjanoborowodorku sodowego.
p-hydroksyetyloamfetamine otrzymano przez redukcyjne alkilowanie p-metoksyfe-
nyloacetonu chlorowodorkiem etyloaminy a nastgpnie demetylacjg p-metoksyetylo-
amfetaminy w $rodowisku kwasu bromowodorowego. Surowe aminy 0czyszczano
metoda destylacji prézniowej i wytracano w postaci chlorowodorkéw za pomoca
suchego chlorowodoru w ukfadzie izopropanol — eter dietylowy 1:1. Strukturg otrzy-
manych zwigzkéw (Tabela 1) potwierdzono metoda chromatografii gazowej sprzg-
7onej z detcktorem mas oraz metoda spektrometrii w podczerwieni z wykorzysta-
niem transformacji Fouriera (FTIR) (1).
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TABELA 1
Budowa chemiczna, nazwy systematyczne i uzywane skroty amfetaminy i jej
psychoaktywnych analogéw.

Zwigzek chemiczny Struktura R R, R;| Ry
amfetamina I H H HI|H
metamfetamina I H CHy jH | H
katyna i H H H |OH
efedryna H H CH; | H |OH
p-metoksyamfetamina I 0OCH, H H|H
p-hydroksymetamfetamina 1 OH CH; |H | H
3,4-metylenodioksyamfetamina {MDA] il H H - -
p-hydroksyetyloamfetamina 1 OH |CH,CH;l H | H
3,4-metylencdioksymetamfetamina [MDMA] 1 CH, H - | -
3,4-metylenodioksyetyloamfetamina [MDEA] 1 CH,CH;] H - -
2,5-dimetoksy-4-metyloamfetamina [DOM, STP] 111
N-metylo-1-(3,4-metylenodioksyfenylo)-2-aminobutan [MBDB] It CH, |CH,CH,| - -

STRUKTURA | STRUKTURA I STRUKTURA 11}

" |
/@)\‘/ 0. R, m
N < I j NH - NH,
R Rl/ \Rz 0 lli |

Rozpuszczalniki, substraty do syntezy oraz inne odczynniki pochodzily 7 firm: Merck,
Lancaster oraz Sigma Chemicals i stosowane byly bez dodatkowego oczyszczenia.

Materialem uzytym do weryfikacji zastosowanej metodyki byt mocz pacjenta
Oddziahu Detoksykacyjnego Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie leczone-
go metadonem, u ktdérego badanie skriningowe wykazalo obecnosé substancji z grup
amfetamin. Wskazuje to na nieprzestrzeganie abstynenciji i moze stanowic podstawe
do relegowania z programu terapii metadonem.

METODY I WARUNKI ANALIZY

Do oceny poziomu amfetaminy w moczu zastosowano metodg immunofluorescencii
w $wietle spolaryzowanym (FPIA) (14) przy uzyciu zestawu TDx Amphetamine/
Metamphetamine Assay System.

Izolacjg amfetamin z moczu przed analiza chromatograficzna prowadzono metoda
ekstrakcji ciecz-cialo stale (Solid Phase Extraction — SPE) (8, 12) stosujac kolumny
(Bond Elut Certify Extration Columns — Varian) z sorbentem krzemionkowym, umiesz-
czone w specjalnym urzadzeniu do prowadzenia ekstrakeji pod regulowang proznia
{Analitychem Vac Elut SPS 24™ — Varian). Kolumng przygotowano do analizy prze-
puszczajac kelejno 2 ml metanolu i 2 ml 0,1 ml buforu fosforanowego o pH 5, a
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nastgpnie podawano na nig probke badanego moczu o objgtosei 10 ml, phikano ko-
lumng 2 ml I M kwasu octowego i suszono pod préznia w ciagu 5 minut. Wysuszona
kolumng ptukano 10 ml metanolu i powt6rnie suszono przez 2 minuty. Zaadsorbowa-
ne amfetaminy eluowano 2 ml 2% roztworu amoniaku w octanie etylowym. Eluat
odparowano do sucha i rozpuszczono w 50 Ll octanu etylowego. Na kolumne chro-
matograficzng nanoszono 1,5 pl ekstraktu, co odpowiada 0,3 ml moczu.

Zastosowana w pracy metoda ekstrakeii ciecz — ciato stale izoluje z moczu, poza
amfetaming i jej psychoaktywnymi analogami, roéwniez metadon i jego metabolit
2-etylideno-1,5-dimetylo-3,3-difenylopirolidyng (EDDP).

Rozdziat mieszaniny amin i identyfikacje jej sktadnikéw wykonano na chromato-
grafie gazowym HP 5890 z detektorem ptomieniowo — jonizacyjnym (FID). Tempe-
ratura komory nastrzykowej wynosila 250°C, a detektor 280°C. Jako gaz noény sto-
sowano hel. Warunki analizy, zalezne od rodzaju uzytej kolumny kapilarnej, przed-
stawiono w opisie Tabeli 2.

Do badania mieszaniny amin metoda GC/MS stosowano chromatograf gazowy
HP 6890 polaczony z detekiorem masowym HP 5973.

Do rozdzialu uzyto kolumne kapilarng BP-1 o dlugosci 25 m, $rednicy wewngtrz-
nej 0,22 mm i grubosci filmu 0,25 pm. Temperatura komory nastrzykowej wynosita
240°C, temperatura zrodta jonéw 230°C, przeplyw gazu noénego (helu) 0,6 cm?/min.
Temperature pieca zaprogramowano nastgpujaco: poczatkowa temperatura 100°C
utrzymywata si¢ przez 1 minute, nastepnie wzrastala o 10°C/min do temperatury
280°C, ktéra utrzymywano przez 3 min. Czas trwania analizy wynosit 22 min.

Do badania ekstraktéw moczu zmodyfikowano programy temperaturowe i podano
je w opisie chromatogramow.

Przygotowanie probek do analizy

Substancje wzorcowe (1,5 mg) rozpuszczono w 1 cm?® wody i alkalizowano 5%
roztworem weglanu sodu, dodawano po 1 cm? chloroformu i silnie wytrzgsano przez
1 min. Warstwe organiczng oddzielano, suszono bezwodnym siarczanem sodu i po-
dawano na kolumng w ilodci 1-2 pl.

Derywatyzacja bezwodnikiem kwasu trifluorooctowego (TFAA): 100 pl chloro-
formowego roztworu standardu odparowywano do sucha w temperaturze pokojowej
w strumieniu azotu. Do pozostatosci dodano 100 pl 0,05 M roztworu trietyloaminy w
heksanie, 50 Wl bezwodnika kwasu trifluorooctowego i ogrzewano w temperaturze
60°C przez 20 minut. Po ochlodzeniu, rozpuszczalnik i TFAA odparowywano w stru-
mieniu azotu a pozostato§é rozpuszczono w 50 pl heksanu.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Rozdziat chromatograficzny jest rezultatem oddziatywania pomigdzy substancja
rozdzielana a faza stacjonarna. Mechaunizm ten jest do§¢ ztozony i w skrécie mozna
przyjaé, ze zalezy on od polarno$ci substancji rozdzielanych, ich preznosci pary w
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danej temperaturze oraz polarnoéci fazy stacjonarnej. Lotnoéé¢ substancji zalezy od
wielko$ci czasteczki (masy molowej) i obecnosci polarnych grup funkcyjnych, ktore
decyduja o polarnosci calej czasteczki.

Nie ma $cistych regut doboru odpowiedniej fazy stacjonarnej do okre$lonej grupy
rozdzielanych substancji. Istnieje jedynie og6lna zasada, ze zwiazki polarne powin- -
ny by¢ rozdzielane na kolumnach polamych, a niepolarne - na niepolarnych (podob-
ne oddziatije z podobnym). Dlatego kazda bardziej ztozona analiza wymaga wstgp-
nych prob majacych na celu ustalenie optymalnych warunkdéw postgpowania.

W niniejszym opracowaniu stosowano kolumny z nastepujacymi fazami stacjo-
narnymi:

— SPB-Octyl,[poli(50% n-oktyl/50% dimetylosiloksan)] — faza niepolarna;

- BP-1,[poli(dimetylosiloksan)] — faza niepolarna;

— SPB-5,[poli(5% difenyl/95% dimetylosiloksan)] — faza stabo polarna;

— MDN-35,[(35% fenyl)metylpolisiloksan] — faza érednio polarna.

Dla kazdej z kolumn dobierano indywidualnie optymalny program temperaturowy
pieca. Na Ryc.1 przedstawiono rozdzial amfetaminy i jej N-alkilowanych homolo-
goéw. Czas retencji pochodnych roénie wraz ze wzrostem masy czasteczkowe;j, ktora
wplywa na lotnos¢ zwigzkow, zmieniajaca si¢ z pewna prawidlowoscia w szeregu
homologicznym. Podobnych zmian czasu retencji mozna oczekiwaé przy tworzeniu
lancucha homologicznego takze w innych miejscach czasteczki amfetaminy.

Intan: m i ©/:‘</\
. ¢ d %/

10000 1

Ll L ) |

4 45 § 55 8 85 H 7.5 B a5 min
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Ryc. 1. Chromatogram mieszaniny amfetaminy i jej N-alkilowanych analogow. Oznaczenia: {a) amfeta-
mina, (b) metamfetamina, (c¢) N-etyloamfetamina, (d) N-propyloamfetamina, (e) N-butyloamfetamina,
Kolumna kapilarna SPB-5, 25 m x 0,2 mm x 0,33 pm, rodzaj nastrzyku: split 1:20, program tempera-
turowy kolumny: 125°C (0,5 min) — 270°C (3 min), przyrost 10°C/min.

Stwierdzenie to obowiazuje rowniez dla szeregéw homologicznych N-alkilowa-
nych, podstawionych w pierscieniu, innych pochodnych fenyloizopropyloamin. Dla
kazdej z zastosowanych kolumn (Tabela 2) czasy retencji pochodnych metyleno-
dioksyamfetamin zmieniajg si¢ wg nastgpujacego szeregu: MDE>MDMA>MDA.

Przy wprowadzeniu innych podstawnikow, a w szczegbinosci podstawnikéw polar-
nych (np. grupy metoksylowe, hydroksylowe), nie mozna jednoznacznie przewidzie¢
kolejnosci elucji odpowiednich pochodnych. Moina jedynie przypuszczaé, ze podstaw-
nik wydatnie podnoszacy masg czasteczkowa spowoduje wzrost czasu retencji. Istniejg
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TABELA 2
Czasy retencji na kolumnach kapilarnych o réznej polarnosci oraz gléwne jony widm MS
amfetaminy i jej psychoaktywnych analogéw strukturalnych,

czasy retencji amin [min]
kolumna kapilarna , ,
Zwiazek chemiczny SPB-52) SPB-Octyl|MDN-359 BP-19) Gj&‘;";{‘ﬂ’é‘y
Bez Pochodne
derywatyzacji TFA

amfetamina 4,63 6,42 3,36 1,15 4,12 | 44,65,91,120
metamfetamina 5,20 7,87 4,06 7,73 4,79 | 58,65,91,134
katyna 6,83 6,60 5,33 10,75 6,46 | 44,77,51,105
efedryna 7.47 7,57 6,26 11,17 6,83 | 58,91,134,65
p-metoksyamfetamina 7,53 9,34 6,45 11,26 7,11 144,122,121,58
p-hydroksymetamfetamina 8,82 - 970 . 7,33 12,86 8,51 |58,107,77,150
MDA 8,83 10,59 7,86 12,97 8,27 | 44,136,77.,51
p-hydroksyetyloamfetamina 9,46 10,08 8,12 13,36 9,11 | 72,44,107,77
MDMA 9,52 12,12 8,85 13,48 8,97 |58,135,77,136
MDEA 10,10 12,65 9,61 13,91 9,56 | 72,44,13577
DOM 10,55 11,78 9,85 14,45 [10,03 | 166,44,151,91
MBDB 10,67 1289 | 1029 14,61 10,07 [ 72,135,88,178

#) — detekeja FID, kolumna kapilarna SPB-5, 25 m X 0,2 mm x 0,33 pm, program temp: 125°C (0,5
min) — 270°C (3 min), przyrost 10°C/min, split 1:20, b) — detekeja FID, kolumna kapilarna SPB-Octyl,
30 m x 0,32 mm X 0,25 um, program temp: 110°C (I min) — 260°C (2 min), przyrost 8°C/min, split 1:20,
c) — detekcja FID, kolumna kapilarna MDN-35, 30 m % 0,25 mm X 0,25 pum, program temp: 100°C (0,5
min) — 270°C (3 min), przyroest 10°C/min, split 1:20, d) — detekcja MS, kolumna kapilarna BP-1, 25 m
% 0,22 mm x 0,25 pm, program temp: 100°C (1 min}) — 280°C (3 min), przyrost 10°C/min, split 6:1.
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Rye. 2. Chromatogram mieszaniny amfetaminy [ jej analogow. Oznaczenia: (1) amfetaming, (2) metam-
Sfetamina, (3} katyna, (4) efedryna,(5) p-metoksyamfetamina, (6} p-hydroksymetyloamfetamina, (7) 3,4-
metylenodioksyamfetamina [MDA], (8) p-hydroksyetyloamfetaminag, (%) 3,4-metylenodioksymetamfe-
tamina [MDMA], (10) 3,4-metylenodioksyetyloamfetamina [MDEA], (11) 2,5-dimetoksy-4-metyloani-
Sfetamina [DOM], (12) N-metylo-1-(3,4-metvlenodioksyfenylo)-2-aminobutan [MBDB].

jednak wyjatki, np. czas retencji katyny po dolaczeniu do czasteczki dwoch grup triflu-
oroacetylowych ulegt skrdceniu o ok. 3%, a wigc zmniejszenie polarnosei zwiazku ma
wiekszy wplyw na zmiane czasu retencji niz przyrost masy czasteczkowej. Podobne
zjawisko kompensacji dwéch przeciwstawnych czynnikow obserwuje sig po derywaty-
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zacji efedryny, p-hydroksymetamfetaminy i p-hydroksyetyloamfetaminy. Wzgledny przy-
rost czasu retencji wynosi od 1% do 9%, podczas gdy dla pozostalych zwigzkow zmienia
sig on od 11% dla DOM do ok. 50% dla metamfetaminy.

Dobry rozdzial mieszaniny amfetamin osiagnigto na trzech kolumnach kapilar-
nych z fazami: SPB-Octyl, BP-1 i MDN-35. Kolumna SPB-5 nie gwarantowala do-
brego rozdziatu par efedryny i p-metoksyamfetaminy, MDMA i p-hydroksyetyloam-
fetaminy a MDA i p-hydroksymetamfetamina w ogéle nie ulegly rozdzialowi. Roz-
dzial ostatniej z wymienionych par zwiazkdw jest wazny z toksykologicznego punk-
tu widzenia, gdyz p-hydroksymetamfetamina jest metabolitem metamfetaminy, a MDA
narkotykiem ,,ulicznym” i jednocze$nie metabolitem powstajacym w wyniku deme-
tylacji MDMA i deetylacji MDEA. Jednoczesna obecnos¢ tych substancji w ptynach
biologicznych narkomanow jest wige prawdopodobna, zwlaszcza ze coraz czesciej
pojawiaja si¢ na nielegalnym rynku ,, kompozycje” zawierajace np. mieszaning amfe-
taminy i MDMA oraz metamfetaminy i MDE.

Powyzszy problem rozwiazano przeprowadzajac rozdzielane amfetaminy w po-
chodne trifluoroacetylowe (Ryc.3). Trifluoroacetamidy amin ofrzymane przy nad-
miarze odczynnika acetylujacego posiadaja bardzo dobre wiasciwosci chromatogra-
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Rye. 3. Chromatogram mieszaniny amfetaminy i jef analogow po derywatyzacji odczynnikiem TFAA. Ozna-
czenia: (I} amfetaming, (2) metamfetaming, (3) katyna, (4) efedryna, (3) p-metoksyamfetamina, (6} p-
Rydroksymetyloamfetamina, (7) 3,4-metylenodioksyamfetaming fMDA], (8) p-hydroksyetyloamfetamina,
(9} 3,4-metylencdioksymetamfetaminag fMDMA], (10} 3,4-metylenodioksyetvloamfetaming fMDEA], (11)
2, 5-dimetoksy-4-metyloamfetamina [DOM], (12) N-metylo-1-(3,4-metylenodioksyfenylo)-2-aminobutan [MBDB].

ficzne, powstajg ze 100% wydajnoscia, a proces derywatyzacji jest ,,czysty”, tj. nie
dostarcza produktéw ubocznych, utrudniajacych prowadzenie analizy chromatogra-
ficznej. Jedynym mankamentem jest do$é mata trwaloéc produktow.

Nalezy zaznaczy¢, Ze istniejg rowniez inne sposoby rozwigzywania trudnoéci zwia-
zanych z rozdzialem chromatograficznym. Mozna np. zastosowac woddr jako gaz
nosny, co pozwala uzyskac wiekszg ilos¢ tzw. polek teoretycznych, decydujacych o
sprawnosci kolumny chromatograficznej. Jednakze praca z wodorem jest do$¢ nie-
bezpieczna. Dobry efekt przynosi nickiedy zmiana grubosci fazy stacjonarnej oraz
zwicgkszenie dtugosci kolumny. '
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Zarejestrowano widma masowe wszystkich analizowanych amin psychoaktywnych
(Tabela 1) i poréwnano je z widmami znajdujacymi si¢ w komputerowej bazie da-
nych oraz w literaturze (1, 10, 11) stwierdzajac bardzo dobra zgodno$¢. Widma ma-
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Rye. 4. Chromatogram catkowitego pradu jonowego (TIC) ekstraktu moczu (prébka 2859). Zidentyfikowa-
ne zwiqzki oraz warunki analizy zestawiono w Tabeli 3.
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2-etylidenopirolidyna metadon
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Ryc. 5. Chromatagram TIC ekstraktu moczu (probka 2859) zawierajacego amfetaming po derywalyza-
cfi TFAA.

Intenspunot® | 8,65
800000

amfetamina TFA
500000

400000
300000

#0og00 17,35

l 18,36

S W — IV
-] 1 13 15 17 1% 21 min

Ryc. 6. Chromatogram SIM (monitorowano jony: 91, 118, 140) ekstraktu moczu (prébka 2859) zawie-

rajqeego amfetamine po derywatyzacii TFAA.
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sowe, jak rowniez dane retencji zarejestrowane dla wszystkich wzorcow, stanowig
wystarczajacy zespdl! cech fizykochemicznych umozliwiajacy jednoznaczng identy-
fikacjg kazdej z pochodnych w analizowanych probkach.

W moczu pacjenta uczestniczacego w programie leczenia metadonem badanie skri-
ningowe metoda immunofluorescencji w $wietle spolaryzowanym (FPIA) wykazato
obecnoé¢ amfetaminy w iloéci 6000 ng/ml. Istniato wigc domniemanie, Ze pacjent
zlamat abstynencje, za co moze grozi¢ relegowanie z programu.

Wykonano wige weryfikacje wyniku badania skriningowego metoda GC/MS
(Ryc. 4). Ryc. 5 przedstawia chromatogram tej samej probki moczu po derywatyza-
cji ekstraktu za pomocg bezwodnika kwasu trifluorooctowego, a Ryc. 6 — chromato-
gramu SIM po derywatyzacji TFAA.

Na Ryc. 4 widaé wyrazny pik amfetaminy oraz 8 pikow odpowiadajacych zwiaz-
kom zestawionym w Tabeli 3.

Sg to: metadon i jego trzy metabolity — 2-etylo-5-metylo-3,3-difenylopirolidyna, 1,5-
dimetylo-3,3-difenylo-2-etylideno-pirolidyna (EDDP) i pochodna normetadonu, nikoty-
na i jej dwa metabolity — kotynina i 3-hydroksykotynina oraz selegilina (fenyloizopropy-
lometylopropynyloamina).

TABELA 3

Czasy retencji zwigzkéw wykrytych w badanym moczu. Warunki analizy: detekeja MS,
program temp. 80°C (1,5 min) — 285°C (20 min), przyrost 10°C/min, split 6:1,

Zwiazek chemiczny Czas retencji [min]
amfetamina 6,28
nikotyna 9,32
selegilina 10,22
kotynina {metabolit nikotyny) 13,28
3-hydroksykotynina 14,29
2-gtylo-5-metylo-3,3-difenylopirrolidyna 16,43
metabolit normetadonu {¢19h21n) 16,79
1,5-dimetylo-3,3-difenylo-2-etylidenopirrolidyna 17,37
metadon 18,38

Pik amfetaminy wystepuje rowniez na chromatogramach otrzymanych po derywa-
tyzacji ekstraktu moczu za pomoca TFAA (Ryc. 5 1 Ryc. 6), co dodatkowo potwier-
dza fakt zfamania abstynencji i przyjecia narkotyku przez pacjenta. Obecnoé¢ niko-
tyny oraz jej metabolitow dowodzi, ze pacjent jest palaczem tytoniu, a metadonu i
metabolitdw, Ze przyjmuje ten frodek w ramach terapii uzaleznienia od opiatéw. Po-
nadto wykryto selegiling — lek hamujgcy swoiscie mitochondrialng monoaminooksy-
daze stosowany w chorobie Parkinsona,

STRESZCZENIE

Opracowano warunki rozdziatu i identyfikacji amfetaminy i jej jedenastu ana-
logow strukturalnych metoda polaczonej chromatografii gazowej 1 spekirome-
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trii masowej. Rozdzial tej zloZzonej mieszaniny amin osiagnigto na trzech ko-
lumnach kapilarnych z fazami: SPB-Octyl, BP-1 i MDN-35. Natomiast na ko-
lumnie SPB-5 rozdziat efedryny i p-metoksyamfetaminy oraz MDMA i p-hy-
droksyetyloamfetaminy byl niezadowalajacy, a MDA i p-hydroksymetamfeta-
mina w ogoéle nic ulegaly rozdziatowi. Dobre warunki rozdzialu i identyfikacji
wszystkich dwunastu amin uzyskano w wyniku ich derywatyzacji bezwodnikiem
kwasu trifluorooctowego, ktéra przebiega ze 100% wydajnoscia i nie daje pro-
duktéw ubocznych.

Praktyczna przydatnoé¢ opracowanych warunkéw zweryfikowano wykonujac ana-
lizg moczu pacjenta leczonego metadonem, u ktérego badaniem skriningowym wy-
kryto amfetaming. Badanie moczu, oprocz potwierdzenia obecnosci narkotyku, wy-
kazalo obecno$é nikotyny i dwoch jej metabolitéw oraz metadonu i trzech metaboli-
tow. Wykryto réwniez selegiling — lek stosowany w chorobie Parkinsona.

Stowa kluczowe: amfetamina, narkotyki zmodyfikowane, chromatografia gazo-
wa, spektrometria masowa,
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