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ABSTRACT: 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA) is a psychotropic sub-
stance with both stimulant and hallucinogenic properties. MDMA is chemically re-
lated to other designer drugs such as 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA) and
3,4-methylenedioxyethylamphetamine (MDEA). A rapid method of blood analysis by
means of liquid chromatography-mass spectrometry with atmospheric pressure
chemical ionization (LC-MS/APCI) has been proposed for detection and quantitation
of methylenedioxymethamphetamines. The proposed methodology requires 0.2 ml of
blood or serum. Established limits of detection for all analytes were below 1 ng/ml.
Limits of quantitation were 5 ng/ml. A statistical evaluation of obtained positive re-
sults is presented. Almost 10% of positive MDMA cases were classified as drug-facili-
tated sexual assaults (DFSA). Half of the determined concentration of MDMA was
within the range of 80-200 ng/ml. Some practical remarks on blood analysis for
MDMA are made.
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INTRODUCTION

3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA) is considered a so-called
designer drug, i.e. a psychotropic substance produced in an illegal labora-
tory. MDMA, also termed “ecstasy”, is taken at doses of ca. 2 mg/kg body
weight. [ts maximum concentration in blood is observed at about 1-1.5 hours,
and the effects of its activity are maintained for 4—6 hours.

The increasing availability of “ecstasy”, especially among young people
at discotheques, leads to more frequent consumption and, by the same to-
ken, a greater number of infringements of the law. Results of pilot studies
carried out in Lublin Voivodeship (province), Poland, showed that “ecstasy”
is the second most commonly consumed drug at discotheques (49%) after
marihuana (62%). I. Studem noticed [13] that there was a strong correlation
(0.85) between expenditure on drugs and contraception. Analysis carried out
at the Institute of Forensic Research, Cracow, in 2004 showed an increase in



Rapid LC-MS/APCI method for quantitation ... 43

the number of rapes, when substances which facilitate sexual assault were
consumed. Among 41 blood samples in which MDMA was detected — the
main constituent of “ecstasy” — at least 5 were submitted in connection with
suspicion of crime with a sexual background.

A disturbing phenomenon, which can be observed periodically in connec-
tion with consumption of “ecstasy” pills, is their changeable content. The
original psychotropic component of “ecstasy” pills — MDMA — is exchanged
for another component, which very often has a higher toxicity [1, 4, 5, 9, 11].

At least a dozen papers have described methods of determination and
quantification of amphetamine and its derivatives, including methylene-
dioxyamphetamines in biological material [12]. Analysis of these com-
pounds by GC/MS requires a derivatisation step, e.g. by application of
trichloroacetate acid anhydride, because of the physico-chemical nature
of this compound [6]. So new analytical methods were sought, which did not
require this step. A paper written by Goff et al. [7] was one of the first papers
which described determination and quantification of MDMA and its metab-
olite MDA in blood and slices of liver tissues of rabbits as well as in the larvae
of flies, which are parasites on carrion. He applied liquid-liquid extraction
and LC/MS analysis with electro-spray ionisation (ES); ions were analysed
in selected ion monitoring mode (SIM). MDMA-D, was applied as an inter-
nal standard. The obtained limits of detection were on the borderline be-
tween pico- 1 nanograms. Findings from these studies aided in the evalua-
tion of time elapsed since moment of death.

Kataoka et al. [8] applied the LC/ES/MS method with SIM mode to quan-
tification of amphetamine, MDA, MDMA and MDEA in urine. They applied
solid phase micro-extraction after multiple dilution of the sample and ob-
tained limits of detection from 0.38 to 0.82 ng/ml. Limits of quantification
were from 32 to 79 ng/ml.

Application of atmospheric pressure chemical ionisation (APCI) was pro-
posed by Bogusz et al. [2, 3]. He presented validation parameters in two pa-
pers on identification and quantification of amphetamine and its deriva-
tives — e.g. MDMA. He achieved a limit of detection of 1-5 ng/ml. He also ap-
plied a phenyltiocyanine derivatisation agent, which is an untypical ap-
proach when the LC/MS method is applied [3].

In the present paper, another method of quantification of MDA, MDMA
and MDEA in a small amount of blood (0.2 ml) and with a shortened analyti-
cal procedure are proposed. A short time of analysis and simplicity are ad-
vantages of this method.
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MATERIALS AND METHODS

A liquid chromatograph coupled with a mass spectrometer HP-1100 Se-
ries, Agilent Technologies (USA) was applied in the research. Separation
was performed by application of a LiChroCART 55 x 4 column with Puro-
spher STAR RP-18e stationary phase, Merck (Darmstatd, Germany). The
following chemical agents were used: acetononitrile (HPLC gradient-grade)
and distilled water (HPLC gradient-grade) by Merck, n-butyl chloride
(pure p.a.) and ether diizopropyl (pure p.a.) by Sigma (St. Louis, USA), for-
mic acid 90% (pure p.a.) (Ubichem, UK), sodium carbonate (pure p.a.), so-
dium hydrocarbonate (pure p.a.) and 0.025M hydrochloric acid (pure p.a.)
(POCh, Poland).

Developing a new method of determination of methylenedioxyamphe-
tamines was dictated by the necessity of analysis of small amounts of blood.
Conditions of ionisation, fragmentation, separation and ionisation were op-
timised. The parameter of optimisation was the height of the analyte peak,
taking into account selectivity of the method. This method was used in par-
allel with a method of determination of amphetamine by LC/MS in blood,
which was worked out earlier. Results obtained by these two methods were
compatible. Validation of the method was carried out with application of
Validation Menager software made by Merck.

RESULTS

MS conditions

The similar structure of compounds from the methylenedioxyampheta-
mines group makes it possible to select optimal conditions of ionisation and
fragmentation relatively easily. A low fragmentor voltage (60 V) was used
for obtaining a high intensity of apparent molecular ions (M+H"), which pre-
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Fig. 1. Chemical structure of MDEA and MBDB. Path of fragmentation is marked
with dashed line.

vented their fragmentation in the CID zone. A voltage of 100 V was applied
to obtain confirmation ions at masses m/z = 163 and 177. Special attention
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was focused on the fragmentation route of two isomers — MDEA and MBDB
(potential interferent, Figure 1), whose molecular masses are identical.

Chromatographic features of both compounds are very similar. This
could cause difficulties in separation of these compounds and their identifi-
cation if inappropriate chromatographic columns and too low fragmentor
voltage in the CID zone are applied. The presented fragmentation spectra of
MDEA and MBDB were obtained during analysis at fragmentor voltage of
100 V (Figure 2).

Nom.

250000 - a

200000

208.1

150000

100000

50000 % L

— 1048

4 - 1439
- 208

Nom

175000 b

150000 -

208.1

125000 -

1772

100000 -

75000

50000

jui=}

- 1192
- 1921
= 206.1

o4

o
2

25000 £ 'E
|

;

15

T T T
50 100 i 200 250 mig

Fig. 2. Mas spectra of MDEA (a) and MBDB (b) obtained when fragmentor voltage
was set to 100 V (CID).

As in the case of other compounds, the fragmentor voltage had the great-
est influence on signal intensity. For successive methylenedioxyampheta-
mines (MDA, MDMA, MDEA), with increasing molecular mass, it was ob-
served that small shifts of voltage were necessary for obtaining the maxi-
mum intensity of molecular ions.
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A fragmentation ion m/z = 163 occurred in the case of MDA (M+H'; 180),
MDMA (M+H"; 194) and MDEA (M+H"; 208) and a fragmentation ion
m/z =177 occurred in the case of MBDB isomer (M+H"; 208). A small shift of
fragmentor voltage — necessary to obtain the maximum intensity — was also
observed.

Differences in methods of fragmentation of MDEA and MBDB, i.e. forma-
tion of 1ons of two different values of m/z (163 and 177 respectively) at
fragmentor voltages above 100 V mean that monitoring of these ions allows
us to obtain peaks of MDEA and MBDB without the necessity of their chro-
matographic separation.

The other optimised parameters only differed insignificantly from the op-
timum parameters published by the manufacturer of the equipment con-
cerning a large group of medicines, intoxicants and psychotropic com-
pounds. Optimal MS parameters are presented in Table 1.

TABLE I. OPTIMISED DETECTION PARAMETERS

Parameter Value
60 V for m/z 180, 194, 208
Fragmentor voltage
100 V for m/z 163, 177
Capillary voltage 4000 V
Vaporizer voltage 320°C
Drying gas temperature 300°C
Gas flow 6 1/min
Gas pressure 30 psig
Corona current 4.5 pA

In the studied group of compounds an important decrease in intensity of
registered ions was observed when the spray gas flow was ca. 4 I/min.

Application of 100 V of fragmentor voltage makes it possible to monitor
fragmentation ions, e.g. with the aim of confirmation of the presence of an
analyte.

Extraction

Optimal conditions of extraction were selected on the basis of analysis of
blood spiked with a mixture of methylenedioxyamphetamines in different
conditions of blood pH (9-12) and application of four different solvents. Re-
sults are presented in Figure 3.

1 ml of n-butyl chloride was finally used in analysis and the required vol-
ume of blood was reduced to 0.2 ml (usually applied volume — 1 ml). The vol-
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ume of carbonate buffer (pH 11) was 0.2 ml. The concentration of the inter-
nal standard, MDMA-D,, was 100 ng/ml. Extraction by shaking (50 Hz) was
carried out in a 1.5 ml polypropylene vial made by Eppendorf. After centri-
fuging (15 000 revolutions/min), 0.8 ml of organic phase with addition of
0.1 ml of aqueous solution of HCI (0.025 M) was evaporated in a nitrogen
stream at a temperature of 35—40°C up to the moment of achieving the aque-
ous phase. The volume of injected sample was 20 pl. Injections were made by

autosampler.
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Fig. 3. Optimisation of MDMA extraction conditions. Ion intesity was chosen as opti-
mised parameter.

Conditions of HPLC analysis

A mixture of water (A) and acetononitryle (B) with addition of formic acid
in the amount of 100 ul for 100 ml of each of the solvents was applied as a mo-
bile phase. The intensity of flow of the mobile phase was 0.8 ml/min.

Satisfactory separation was achieved at isocratic conditions for the mobile
phase A:B (75:25). A gradient of the phase composition was applied because of
tailing of peaks. The profile of the gradient was as follows: 0 min: 90%(A)/10%(B);
3 min: 70%(A)/30%(B); 4 min: 90%(A)/10%(B); 6 min: 90%(A)/10%(B). As a con-
sequence, the symmetry of peaks improved. Moreover, the width of the
peaks amounted to several seconds because of the short retention time and,
as a consequence, the level of detection of analytes significantly increased.
Retention times and relative retention times which were used for identifica-
tion of particular hallucinogens are presented in Table II.
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TABLE II. RETENTION TIME OF MONITORED METHYLENEDIOXYAMPHETAMINES

Halucinogen Retention time Relative retention time
MDA 1.86 0.865
MDMA 2.16 1.005
MDEA 2.59 1.205
MDMA-D, (IS) 2.15 1.000
VALIDATION

The developed method was validated [10]. Obtained values are presented
in Table III. Because the value of the coefficient of variation (CV) exceeded
20%, the limit of quantification was accepted as 5 ng/ml.

TABLE III. VALIDATION PARAMETERS OF MDA, MDMA AND MDEA DETERMINA-

TION PROCEDURE
MDA MDMA MDEA
Accuracy for LOQ 5 ng/ml
Mean recovery 92 +12% 101 +11% 102 +11%
Precision for target conc. 50 ng/ml
Repeatability, CV, 10% 10% 9%
Between-day o o )

repeatability, CVy 12% 1% 9%

Mean recovery 105 £9% 100 8% 102 8%

Accuracy for range 5-200 ng/ml (n = 5, p = 4)

Correlation line |y, _ ) 9994 ¥+ 0.0002* | ¥=0.9990 x X— 0.0728* | ¥=1.0059 x X — 0.0639%
equation

Linearity 0-200 ng/ml (n =5, p = 6)

Calibration line y=0.0081 x x— 0.0007 | y=0.0136x x—0.0086 | y=0.0116x x—0.0115

equation
BEZ;’EZQE?IE? 0.9978 0.9916 0.9951
%irgiDt)?fSr;lg e:cgi%n 0.7 ng/ml 0.6 ng/ml 0.9 ng/ml
Li?zgg)?gji;ﬁ:tjgon 2.5 ng/ml** 2 ng/ml** 0.9 ng/ml**
Sensitivity 8.8 ng/ml 17.4 ng/ml 13 ng/ml

* X, Y — spiked and measured concentration of analyte;
** _too high value of CV for calculated LOQ caused that the limit was set to 5 ng/ml. Computer
program of Merck (Validation Menager) was applied for calculations.
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Analysis of accuracy of method

The developed method was applied to analysis of reference material in the
form of a freeze-dried serum spiked by MDMA and MDEA (Medidrug BTMF
2/2000 S-plus 41622, Medichem). Declared concentrations were: 134 ng/ml
for MDMA — (confidence limits according to Horowitz — 105-193 ng/ml), and
119.8 ng/ml for MDEA — (confidence limits according to Horowitz — 93—172 ng/ml).
The obtained results lay within these confidence limits even though the cali-
bration curve was created on the basis of results of whole blood. Calculated
concentrations were: 107 + 3 ng/ml for MDMA, and 100 + 8 ng/ml for MDEA.

Intensity 8E+ 3 SIM (m/z=199) M DM A -d5
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Fig. 4. Whole blood analysis. Chromatograms for extracted ioms of m/z: 180 (MDA
5 ng/ml), 194 (MDMA 347 ng/ml) and 199 (MDMA-D; 100 ng/ml IS).
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DISCUSSION

The proposed mobile phase composition was characterised by weak elu-
tion power. A certain amount of compound originating from the biological
matrix was retained and eluted, even though a short chromatographic col-
umn was applied. Therefore, there was a danger of co-elution with analytes.
The performed trials and analysis of evidence material (blood) collected from
various persons showed that this phenomenon occurred after ca. 1.5-2 hours.
The duration of analysis was 6 min. This means that it is possible to carry
out 20 analyses of blood samples without occurrence of the above mentioned
problem. After this time it is necessary to rinse the column with phase B,
i.e. 100% acetononitrile with addition of formic acid.

The proposed method was applied during routine analysis of methylene-
dioxy derivatives of amphetamine in blood samples.

Chromatograms obtained during analysis of a blood sample collected from
the corpse of a young man who was beaten to death are presented in Figure 4.

Particular stages of analysis were simplified and their quantity was re-
duced to a minimum in the proposed method. A chromatographic column
with stationary phase grains of 3 um diameter (LiChroCART 55-4, Puro-
spher STAR RP-18e) was applied. This allowed reduction of flow without
a significant effect on the symmetry of peaks. Nevertheless, column effi-
ciency was sufficient for separation of compounds which had similar chro-
matographic features. Resolution was sufficiently high for it to be possible to
observe on the chromatogram a shift between peaks of MDMA and its deute-
rium derivative— MDMA-D.. In spite of satisfactory separation of particular
methylenedioxyamphetamines in isocratic conditions, a programmed gradi-
ent of the mobile phase was applied, which significantly improved symmetry
of peaks.
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Fig. 5 Statistical evaluation of cases positive for MDMA. Me — median, Q1 and
Q3 — first and third qurtile.
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Due to low values of limits of detection, the developed method of identifi-
cation and quantification of MDMA, MDA and MDEA could be applied to
verification of testimonies of raped persons (in this case an examination is
made a long time after the moment of using a psychotropic drug).

Among the 41 blood samples in which MDMA was detected, which is
ca. 5% of all analysed samples, the determined concentration was in the
range of 50-100 ng/ml in 15 cases, and half of the positive results were in
the range of 80—200 ng/ml (Figure 5).
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SZYBKIE OZNACZANIE MDMA, MDA I MDEA WE KRWI
METODA LC/MS/APCI

Wojciech LECHOWICZ, Andrzej PARCZEWSKI

WSTEP

3,4-metylenodioksymetamfetamina (MDMA) jest zaliczana do tzw. designer
drugs, czyli substancji psychoaktywnych produkowanych w nielegalnych laborato-
riach. MDMA, znana pod nazwa_,ecstasy”, przyjmowana jest w dawce okolo 2 mg/kg
masy ciata. Maksymalne jej stezenie we krwi pojawia sie po 1-1,5 godzinie, a efekty
dziatania utrzymuja sie przez 4—6 godzin.

Wzrastajaca dostepno$§é tabletek ,ecstazy”, szczegdlnie wéréd mlodziezy ba-
wiacej sie na dyskotekach, prowadzi do czestszego ich przyjmowania, a tym samym
wiekszej liczby przypadkdéw kolizji z prawem. Jak wynika z badan pilotazowych pro-
wadzonych w wojewddztwie lubelskim, drugim po marihuanie (62%) wymienianym
przez pytanych $rodkiem przyjmowanym na dyskotekach jest ,ecstasy” (49%). Jak
zauwaza [. Siudem [13], wystepuje wysoka korelacja (0,85) w wydatkach na narkoty-
ki i érodki antykoncepcyjne. Jak wynika z zestawien dokonanych w 2004 roku
w Instytucie Ekspertyz Sadowych w Krakowie, zanotowano wzrost liczby przy-
padkow gwaltéow z uzyciem substancji utatwiajacych wykorzystanie seksualne.
Sposrod 41 probek krwi w ktorych stwierdzono obecno$é MDMA — gléwnego sktadni-
ka ,ecstasy” —co najmniej 5 nadestano w z wigzku z podejrzeniem o dokonanie przes-
tepstwa na tle seksualnym.

Niepokojacym zjawiskiem, jakie pojawia sie okresowo w zwiazku z przyjmowa-
niem tabletek ,ecstasy”, jest ich zmienny sktad. Pierwotny sktadnik psychoaktywny
tabletek ,ecstazy”’, MDMA, jest zamieniany na inny, czesto o wiekszej toksycznosci
[1, 4, 5,9, 11].

Co najmniej w kilkunastu publikacjach opisano metody wykrywania lub ozna-
czania amfetamin i jej pochodnych, w tym metylenodioksyamfetamin w materiale
biologicznym [12]. Z powodu wlasciwosci fizykochemicznych tej grupy zwigzkow,
analiza metoda GC/MS wymaga ich wczeéniejszej derywatyzacji, np. z zastosowa-
niem bezwodnika kwasu trichlorooctowego [6]. Prawdopodobnie ta konieczno$é
sktonita do poszukiwan nowych metod analizy. Jedna z pierwszych publikacji do-
tyczacych oznaczania MDMA 1 jego metabolitu MDA we krwi krélikow oraz wycin-
kach tkanki watroby, jak 1 w larwach much pasozytujacych na padlinie, byta praca
Goffa [7]. Zastosowatl on ekstrakcje typu ciecz-ciecz oraz analize LC/MS z zastosowa-
niem jonizacji przez elektrorozpylanie (ES); jony monitorowano w trybie selected ion
monitoring (SIM). Jako standardu wewnetrznego uzyto MDMA-D5. Uzyskane limi-
ty detekcji znajdowaly sie na granicy piko- i nanograméw. Badania wykorzystywane
byty do oceny czasu, jaki upltynal od chwili §mierci.

Kataokaiin. [8] zastosowali metode LC/ES/MS w trybie SIM do oznaczania amfe-
taminy, MDA, MDMA oraz MDEA w moczu. Po wielokrotnym rozcienczeniu postu-
zyli sie oni mikroekstrakcja do fazy statej (SPME), uzyskujac w ten sposéb limity de-
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tekeji wynoszace od 0,38 do 0,82 ng/ml. Granice oznaczalno$ci zawieraly sie w prze-
dziale od 32 do 79 ng/ml.

Uzycie chemicznej jonizacji pod ciénieniem atmosferycznym (APCI) zapropono-
wal Bogusz [2, 3]. W dwdéch pracach poéwieconych identyfikacji i oznaczania amfeta-
miny oraz jej pochodnych — w tym MDMA — podat on parametry walidacyjne,
z ktorych wynika, 1z osiagniety limit detekeji wynosit 1-5 ng/ml. W swych badaniach
poddawal amfetamine derywatyzacji z fenylotiocyjanianem, co w przypadku ozna-
czen z wykorzystaniem metody LC/MS jest doéé nietypowym podejéciem [3].

W niniejszej pracy przedstawiono inng propozycje metodyki oznaczania MDA,
MDMA oraz MDEA w niewielkiej (0,2 ml) objeto$ci krwi w skréconej procedurze ana-
litycznej. Zaleta opracowanej metody prostota oraz niedtugi czas analizy.

MATERIALY I METODY

W badaniach wykorzystano chromatograf cieczowy sprzezony ze spektrometrem
mas HP-1100 Series firmy Agilent Technologies (Stany Zjednoczone). Rozdzial pro-
wadzono przy uzyciu kolumny chromatograficznej LiChroCART 55 x 4 z wypelnie-
niem Purospher STAR RP-18e firmy Merck (Darmstatd, Niemcy). Stosowano naste-
pujace odczynniki chemiczne: acetonitryl (HPLC gradient-grade) oraz wode destylo-
wana, (HPLC gradient-grade) firmy Merck, chlorek n-butylu (cz.d.a.) oraz eter diizo-
propylowy (cz.d.a.) firmy Sigma (St. Louis, Stany Zjednoczone), kwas mrowkowy
90% (cz.d.a.) (Ubichem, Wielka Brytania), weglan sodu (cz.d.a.), wodoroweglan sodu
(cz.d.a.) oraz kwas solny 0,025 M (cz.d.a.) firmy (POCh, Polska).

Opracowanie kolejnej metody oznaczania metylenodioksyamfetamin zostalo po-
dyktowane konieczno$cig badan niewielkich ilo§ci krwi. Optymalizacji poddano wa-
runki jonizacji, fragmentacji, rozdziatu oraz ekstrakcji. Parametrem optymalizowa-
nym byla wysoko§é piku analitu przy uwzglednieniu selektywnoséci metody. Stoso-
wana ona byla rownolegle z opracowana wczesniej procedura oznaczania amfetamin
we krwi metodg LC/MS. Wyniki badan obiema metodami byly zgodne. Walidacji me-
tody dokonano, stosujac program Validation Manager firmy Merck.

WYNIKI

Parametry metody MS

Podobna struktura substancji z grupy metylenodioksyamfetamin umozliwia sto-
sunkowo tatwe dobranie optymalnych warunkéw zaréwno jonizacji, jak i fragmen-
tacji. Dla uzyskania pozornych jonéw molekularnych (M+H") o duzej intensywnoéci
zastosowano niskie (60 V) napiecie fragmentora, co zapobieglo fragmentacji w strefie
CID. Dla uzyskania jonéw konfirmacyjnych o masach m/z =163 oraz 177 zastosowa-
no napiecie 100 V. Szczegdlng uwage zwrdcono na droge fragmentacji dwéch izo-
meréw — MDEA oraz MBDB (potencjalny interferent, rycina 1), ktérych masy mo-
lowe sa identyczne.

Bardzo podobne sa rowniez wlasciwosci chromatograficzne obu zwiazkéw. Moze
to spowodowac trudnosci w rozdzieleniu tych substancjiiich identyfikacji przy zasto-
sowaniu nieodpowiednich kolumn chromatograficznych oraz przy zbyt niskim na-
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pieciu fragmentora w strefie CID. Przedstawione widma fragmentacyjne MDEA
oraz MBDB uzyskano podczas badania przy napieciu fragmentora 100 V (rycina 2).

Podobnie jak w przypadku innych substancji, najwiekszy wplyw na intensywno§¢é
sygnalu ma napiecie fragmentora. Dla kolejnych metylenodioksyamfetamin (MDA,
MDMA, MDEA) o wzrastajacej masie molowej zauwazono niewielkie przesuniecia
napiecia, przy ktorym wystepowaly maksymalne intensywnosci pozornych jonow
molekularnych.

W przypadku MDA (M+H"; 180), MDMA (M+H"; 194), MDEA (M+H"; 208) poja-
wial sie jon fragmentacyjny m/z = 163, natomiast w przypadku izomeru MBDB
(M+H"; 208) jon fragmentacyjny m/z = 177. Réwniez dla tych jonéw zaobserwowano
niewielkie przesuniecie warto$ci napiecia fragmentora, przy ktérym wystepowalo
maksimum.

Réznice w sposobie fragmentacji MDEA oraz MBDB, tj. powstawanie jonéw o m/z
réwnym odpowiednio 1631177 dla napieé fragmentora powyzej 100 V sprawia, iz mo-
nitorujac te wtasnie jony, mozna uzyskaé piki pochodzace od MDEA oraz MBDB bez
koniecznosci ich chromatograficznego rozdzielania.

Pozostale zoptymalizowane warto$ci parametréw nieznacznie tylko réznity sie od
podawanych przez producenta aparatu optymalnych parametréow dla duzej grupy
lekéw oraz $érodkéw odurzajacych i substancji psychotropowych. Optymalne para-
metry MS podano w tabeli 1.

W przypadku badanej grupy substancji zaobserwowano znaczny spadek inten-
sywnosci rejestrowanych jonéw przy przeplywie gazu rozpylajacego (gas flow) wy-
noszacego okoto 4 I/min.

Zastosowanie napiecia fragmentora o wysokos$ci 100 V daje mozliwo§¢ monitoro-
wania jonéw fragmentacyjnych, np. w celu potwierdzenia obecnos§ci analitu.

Ekstrakcja

Optymalne parametry ekstrakcji dobrano na podstawie analiz krwi wzbogacanej
0 mieszanine metylenodioksyamfetamin w warunkach o zmiennym pH (9-12) krwi
oraz przy zastosowaniu czterech réznych rozpuszczalnikéw. Wyniki przedstawiono
na rycinie 3.

W analizach zastosowano ostatecznie chlorek n-butylu o objetoéci 1 ml, a wyma-
gang objetos¢ krwi zredukowano do 0,2 ml (zwykle stosowana objeto§é — 1 ml). Obje-
to$¢ buforu weglanowego (pH 11) wynosita 0,2 ml. Stezenie standardu wewnetrznego
MDMA-D5 wynosito 100 ng/ml. Ekstrakcja przez wstrzasanie (50 Hz) prowadzona
byta w polipropylenowych fiolkach Eppendorfa o pojemnoéci 1,5 ml. Po odwirowaniu
(15 000 obr./min) faze organiczna o objetosci 0,8 ml z dodatkiem 0,1 ml wodnego roz-
tworu HCI (0,025 M) odparowano w strumieniu azotu w temperaturze 35—-40°C do
momentu osiggniecia fazy wodnej. Objeto$¢ wstrzykiwanej probki wynosita 20 ul.
Wstrzykniecie wykonywat automatyczny podajnik prébek.

Warunki chromatograficzne w metodzie HPLC

Jako faze ruchoma stosowano mieszanine wody (A) oraz acetonitrylu (B) z dodat-
kiem kwasu mréowkowego w ilo$ci 100 ul na 100 ml kazdego z rozpuszczalnikow. Na-
tezenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 0,8 ml/min.
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Zadawalajacy rozdzial uzyskano juz w warunkach izokratycznych dla sktadu
fazy ruchomej A:B (75:25). Poniewaz piki chromatograficzne ,,ogonowaly”, zastoso-
wano gradient sktadu fazy. Profil gradientu przedstawiat sie nastepujaco: 0 min:
90%(A)/10%(B); 3 min: 70%(A)/30%(B); 4 min: 90%(A)/10%(B); 6 min: 90%(A)/10%(B).
W konsekwencji symetria pikéw ulegla polepszeniu, a dzieki krétkiemu czasowi re-
tencji rowniez szeroko$¢ pikow wynosila kilka sekund, znacznie wzrosta wiec wykry-
walno$é¢ analitéw. W tabeli IT podano czasy retencji oraz wzgledne czasy retencji, na
podstawie ktérych mozna dokonywaé identyfikacji halucynogenu.

Walidacja

Opracowana metode poddano walidacji [10]. Uzyskane wartoséci przedstawiono
w tabeli ITI. W zwiazku z wartoécig wspétczynnika zmiennoséci (CV) przekraczajaca,
20% za granice oznaczalnosci przyjeto 5 ng/ml.

Badanie dokladnosci metody

Opracowana metode zastosowano do analizy materiatu referencyjnego w postaci
liofilizowanej surowicy wzbogaconej o MDMA oraz MDEA (Medidrug BTMF 2/2000
S-plus 41622 firmy Medichem). Deklarowane stezenia wynosily: dla MDMA —
134 ng/ml (przedzial ufno$ci wg Horowitza 105-193 ng/ml), za$é dla MDEA —
119,8 ng/ml (przedziat ufnoéci wg. Horowitza 93—172 ng/ml). Pomimo, ze wykres ka-
libracyjny sporzadzono na bazie krwi pelnej, uzyskano wyniki zawierajace sie
w wyzej podanych przedziatach ufnosci. Obliczone stezenia wynosity: dla MDMA —
107 £3 ng/ml, a dla MDEA — 100 +8 ng/ml.

DYSKUSJA WYNIKOW

Zaproponowany sklad fazy ruchomej charakteryzuje sie niewielka sita elucji.
Mimo zastosowania krétkiej kolumny chromatograficznej pewna ilo§¢ substancji po-
chodzacej z matrycy biologicznej ulega jednak retencji 1 nastepnie elucji. Wystepuje
wiec niebezpieczenstwo koelucji z analitami. Przeprowadzone préby oraz analiza
prébek materiatu dowodowego (krwi) pobieranych od réznych os6b wykazaty, iz is-
totnie takie zjawisko ma miejsce po okoto 1,5 do 2 godzin. Czas analizy wynosi 6 min;
oznacza to mozliwo$§¢ wykonania 20 analiz prob krwi bez wystapienia wspomnianego
efektu matrycy prébki. Po tym czasie konieczne jest przeptukanie kolumny faza B,
a wiec 100% acetonitrylu z dodatkiem kwasu mréwkowego.

Zaproponowang metode zastosowano podczas rutynowych badan krwi na obec-
no$¢ metylenodioksypochodnych amfetamin.

Na rycinie 4 przedstawiono chromatogramy uzyskane podczas analizy krwi po-
branej ze zwlok mtodego mezczyzny pobitego ze skutkiem $émiertelnym.

W proponowanej metodzie poszczegdlne etapy analizy uproszczono, a ich liczbe
zredukowano do niezbednego minimum. W analizie zastosowano kolumne chroma-
tograficzna o $rednicy ziaren wypelnienia wynoszacej 3 um (LiChroCART 55-4,
Purospher STAR RP-18e). Umozliwilo to zmniejszenie przepltywu bez istotnej zmia-
ny symetrii pikow. Mimo niewielkiej diugos$ci, sprawno$é kolumny byta wystar-
czajaca dla rozdzielenia substancji o podobnych wtasciwosciach chromatograficz-
nych. Rozdzielczo$é byta jednak na tyle wysoka, by zaobserwowaé¢ na chromato-
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gramie przesuniecie wzgledem siebie pikéw pochodzacych od MDMA oraz jej deute-
rowej pochodnej MDMA-D,. Mimo zadawalajacego rozdziatu poszczegdlnych metyle-
nodioksyamfetamin w warunkach izokratycznych zastosowano programowany gra-
dient sktadu fazy ruchomej, co istotnie poprawilo symetrie pikow.

Ze wzgledu na niskie wartosci granic detekcji, opracowana metodyka identyfi-
kacji oraz oznaczania MDMA, MDA i MDEA moze by¢ wykorzystana do weryfikacji
zeznan osob, ktore zgwalcono (w tym przypadku badanie jest przeprowadzone
zwykle po dlugim czasie od momentu uzycia srodka psychotropowego).

Sposrdd 41 probek krwi, w ktérych stwierdzono obecno§é MDMA, co stanowilo
okoto 5% ogétu przebadanych probek, w 15 przypadkach wyznaczone stezenie za-
warte byto w przedziale 50-100 ng/ml, a polowa wynikéw pozytywnych zawierala sie
w przedziale 80-200 ng/ml (rycina 5).

Podziekowania: Autorzy sktadaja podziekowania dr Ewie Janowskiej, mgr Ewie Chu-
dzikiewiecz oraz dr Piotrowi Adamowiczowi za udzielenie informacji o wyznaczonych
stezeniach metylenodioksyamfetamin we krwi os6b badanych w ramach ekspertyzy
sadowej.



