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ABSTRACT: Toxicological analysis of biological material encompasses searching
for different toxic substances, amongst which drugs are a very important group. Con-
firmation of the presence of compounds in the amphetamine class is based on detec-
tion of particular compounds in this class, for example: amphetamine (AMF),
methamphetamine (MAMF), 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA),
3,4-methylenedioxyethylamphetamine (MDEA), p-methoxyamphetamine (PMA) and
p-methoxymethamphetamine (PMMA), using instrumental methods. In this paper
we show the possibility of identification of contaminations originating from the syn-
thesis of amphetamine using Leuckart’s method in biological materials from two au-
topsies performed in the Department of Forensic Medicine in Warsaw. In the first
case we detected the presence of N-formylamphetamine, N,N-di-(B-phenylisopro-
pyl)amine, N,N-di-(3-phenylisopropyl)methylamine, and derivatives of phenylmethyl-
pyridine in stomach and blood samples. In the second case we found the same com-
pounds only in the blood sample. Despite the lack of data about toxicity of these
substances, it is possible that the toxicity may be comparable to that of amphetamine
and its analogues.
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INTRODUCTION

Analysis of toxicological results obtained at the Department of Forensic
Medicine in Warsaw revealed that in several recent years fatal poisonings
caused by drugs of abuse have occupied second position among all poisonings.

Amongst fatal poisonings by drugs, most cases have been caused by opi-
ate (heroin) overdoses. However, amphetamine poisonings also occupy a sig-
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nificant position: 7-42.9% percent of all drugs poisonings recorded in the
years 1997-2004 involved amphetamines.

In fatal cases related to overdosing with amphetamine analogues, one or
more such substances are identified; other xenobiotics are also found quite
often, for example: cocaine, opiates, cannabis and benzodiazepines [4, 13]. In
the years 1997-2004 at the Department of Forensic Medicine in Warsaw,
46 cases of death caused by overdosing with amphetamines or a combination
of amphetamines and other drugs of abuse (mostly opiates) were noted. The
presence of amphetamine was determined in 80.4% of cases.
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Fig. 1. Fatalities statistics in the years 1997—2004 reported at the Department of Fo-
rensic Medicine in Warsaw.
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Fig. 2. Contribution of particular drugs to the total number of drugs poisonings in the
years 1997-2004.
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Fig. 3. Contribution of particular amphetamines in poisonings in the years 1997—2004.

Amphetamine is an increasingly popular drug in Poland. This is reflected
in the growing number of persons using the drug and being hospitalised be-
cause of poisoning symptoms [2, 5, 10, 11].

Amphetamine was already present in Poland in the 1980’s, but was
rather rare at that time. Concurrently with the political and economic trans-
formations (including opening of borders and market liberalization), the
possibilities of obtaining substrates and reagents increased. Moreover, so-
cial changes caused an increase in demand for these types of substances,
which contributed to the development of local illegal production. Amphet-
amine is sold as white or sometimes cream-coloured powder, in zip lock bags
(known as dilerki) or in little packets made of folded aluminium foil. It is
most often taken orally, on the mucous membranes of the mouth or intra-
nasally, but also intravenously. Illegal “street” amphetamine sold on the
black market is not, of course, pure amphetamine (because amphetamine in
base form is a liquid), but a mixture of amphetamine sulphate and other
compounds in various proportions.

The content of amphetamine sulphate in a street dose is very variable,
ranging between 5—97% (average 40%). On occasion, one comes across cases
where powder sold as amphetamine does not contain any at all. Besides am-
phetamine sulphate, a street portion contains admixtures added to increase
the volume and to appropriately dilute the drug. These additives may be
pharmacologically inactive (for example glucose, saccharose, mannitol, starch,
carbonates, and magnesium sulphate) or have specific biological activity.
Active compounds (additives) are most frequently components of popular
medicines, especially analgesics (paracetamol, phenacetin, ethenzamide,
salicylic and acetylsalicylic acid, propyphenazon) [7] or additives which are
not medicines, for example 4-phenylethylamine [1, 8]. Impurities make up
a small part (up to several percent) of a street dose. The profile of impurities
(their qualitative and quantitative composition) permits identification not



Identification of impurities in biological ... 133

only of the method used for synthesis, but often also the “manufacturer” of
the sample [12, 16].

Routine toxicological analysis of biological material encompasses search-
ing for various toxic compounds, among which drugs are a very important
group. Confirmation of the presence of compounds from the amphetamines
group is above all based on detection of amphetamine (AMF), but also meth-
amphetamine (MAMF), 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA),
3,4-methylenedioxyethylamphetamine (MDEA), p-methoxyamphetamine
(PMA) and p-methoxymethamphetamine (PMMA). In some cases, metabo-
lites of these compounds are ascertained (above all in urine samples) [3].

Gas chromatography coupled with mass spectrometry is universally ap-
plied in toxicological analyses both in screening and directed analysis. It
permits identification of individual analytes based on retention time and
mass spectra. In the discussed cases, during analysis of chromatograms,
peaks of compounds were ascertained that had not been found (until then) in
biological material analysed for the presence of amphetamines.

MATERIALS AND METHODS

Case 1: A dead body of a young man, W. K., was found near a railway line.
Plastic bags containing white powder were found by the deceased (material
evidences had not been sent for investigation). The autopsy did not reveal
any injuries, but signs of circulatory and respiratory insufficiency were as-
certained.

Case 2: The police were informed about the death of a young woman,
R. P., in her flat. The boyfriend of the deceased stated that R. P. had got into
a quarrel with him, during which she had taken amphetamine, washing it
down with beer.

Routine toxicological analyses were performed in both of the above cases.
Urine samples were screened using the ToxSee multidrug test by Bio Rad.
Blood and urine were appropriately diluted with Abbott buffer solution and
then, after centrifugation, the upper layer was analysed using fluorescence
polarisation immunoassay (FPIA) with Abbott TDx apparatus and amphet-
amine/methamphetamine reagents kit.

Stomach and its content were deproteinised with ethanol and then the
separated fraction was extracted with chloroform after acidification and
with a mixture of chloroform : isopropanol (4:1) after alkalisation. The or-
ganic extracts were dried using anhydrous sodium sulphate and evaporated.
Dry residues were dissolved in methanol. Body fluids (blood and urine) were
extracted with n-butyl chloride both from acidic and alkaline solution. The
extracts were evaporated and the dry residues were dissolved in methanol.



134 A. Siwinska-Ziétkowska, D. Btachut, E. Widecka-Deptuch

For compounds from the amphetamines group, extraction was carried
out separately from body fluids with cyclohexane from an alkaline environ-
ment. The organic extracts were evaporated and dry residues were sub-
jected to derivatisation with heptafluorobutyric anhydride (HFBA) by Su-
pelco. Samples obtained in this way were analysed by means of gas chroma-
tography with mass spectrometry using various temperature programmes,
by the screening method: 150°C—295°C (10°C/min), 295°C isothermal (4 min),
injection volume 1 pl in splitless mode; amphetamine determination:
90°C-250°C (10°C/min), 250°C-280°C (30°C/min), 280°C isothermal (6 min),
injection volume 3 pl in splitless mode, GC/MS parameters were as follows —
gas chromatograph: HP 6890, mass spectrometer: HP 5973, capillary col-
umn: HP-5MS of 30 m length and 250 pm i.d., injector temperature: 250°C,
transfer line: 280°C, ion source: 230°C, quadruple temperature: 150°C.

Scan mode in the range of masses 5-550 amu was employed for data re-
cording. ChemStation software Rev. B.01.00 supervised the GC/MS system.

Analytical grade reagents were purchased from the following companies:
n-butyl chloride — Fluka, HFBA — Supelco, methanol — Ultra Resi-Baker,
others — POCh.

RESULTS

During interpretation of obtained chromatograms, beside amphetamine,
the presence of a compound was ascertained that was proposed by NIST'98
library searching programme as “formetorex” (N-formylamphetamine). This
compound is an intermediate product of amphetamine synthesis in the
Leuckart reaction. The researchers became interested in the origin of the
compound, and as a result of that other compounds were found (for which no
satisfactory propositions were put forward by the library), constituting am-
phetamine contaminants, and their presence may indicate the Leuckart
route of synthesis. They were identified as N-formylamphetamine (forme-
torex), N,N-di-(B-phenylisopropyl)amine, N,N-di-(B-phenylisopropyl)methyl-
amine, and derivatives of phenylmethylpyridine (Figure 4).

The identity of the detected compounds was confirmed by comparing re-
tention time and mass spectra with drug standards. Reference standards
were synthesised in the laboratory and their purity and structure were con-
firmed by a set of analytical techniques (proton and carbon nuclear magnetic
resonance, infrared spectroscopy and, in some cases, high-resolution mass
spectrometry HR/MS). Mass spectra of N-formylamphetamine, N,N-di-
(B-phenylisopropyl)amine, N,N-di-(a-phenylisopropyl)methylamine are shown
in Figures 5, 6 and 7. Results of toxicological analyses of both cases are pre-
sented in Table I.
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Fig. 4. Chromatogram of gastric content (case 1).
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Fig. 5. Mass spectrum of N-formylamphetamine.
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Fig. 6. Mass spectrum of N,N-di(B-phenylisopropyl)amine.
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Fig. 7. Mass spectrum of N,N-di(B-phenylisopropyl)methylamine.
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TABLE I. RESULTS OF ANALYSES OF BIOLOGICAL MATERIAL

Concentrati(?n Amphetamine Impurities in examined
Case of amphetamine . R . . Ethanol [%o]
in body fluids [ug/ml] in stomach biological material
Case 1 Blood 50.66 @ Blood (+) Blood zero
W. K. Urine 371.17 Stomach (+) Urine zero
Case 2 Blood 31.35 Blood (+) Blood zero
R. P. Urine 161.79 © Stomach (-) Urine zero

In both discussed cases, amphetamine and its impurities were the only
detected xenobiotics, and the concentrations of amphetamine in the blood of
the deceased were very high. The stomach content in case 1 contained a large
amount of unabsorbed amphetamine, whereas in case 2 the stomach content
contained only trace amounts of this compound. As impurities only consti-
tute a very small part of “street” amphetamine, it is only possible to detect
them in cases where the concentration of amphetamine in biological mate-
rial is high.

DISCUSSION

Amphetamine has a simple chemical structure, so it is easy to synthesise
using standard laboratory equipment. Many methods have been proposed
for amphetamine synthesis, the most frequently applied being ones with
benzylmethylketone (BMK).

Route A — Leuckart reaction. This is the most popular method of amphet-
amine synthesis in Poland (more then 95% of studied street samples seized
by the police were produced using this method). The route consists in heat-
ing a mixture of benzylmethylketone with formamide or ammonium for-
mate. This leads to the formation of formylamphetamine. Formylampheta-
mine is then hydrolysed to amphetamine as a result of heating in concen-
trated hydrochloric acid. This is a relatively easy reaction, but a rather dirty
product is obtained, i.e. many impurities are created, and so careful purifica-
tion is required (Figure 8 a).

Route B — reductive amination of benzylmethylketone in heterogeneous
catalysis conditions. A mixture of BMK and ammonia is treated with hydro-
gen in the presence of a catalyst, for example Raney nickel, palladium or
platinum adsorbed on carbon (Pt/C or Pd/C). The reaction is usually carried
out at elevated pressure in autoclaves. It is very efficient and leads to the for-
mation of only small amounts of unwanted by-products. Unfortunately, it
requires expensive laboratory equipment (Figure 8 b).
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Fig. 8. Main reactions used in various routes of amphetamine synthesis (details in
text).

Route C — nitropropene reaction. In the first stage, benzaldehyde under-
goes condensation with nitroethane, giving an intermediate product, phenyl-
nitropropene. In the second stage, nitropropene is reduced to amphetamine
using lithium aluminium hydride (LiAlH,) or by catalytic reduction in het-
erogeneous conditions. In the commercial offer of chemical companies there
are (uncontrolled by law) benzaldehyde derivatives substituted at the ring.
Using them instead of benzaldehyde is the simplest way of obtaining substi-
tuted analogues of amphetamine, for example 3,4-methylenedioxyamphe-
tamine (MDA), 4-methylthioamphetamine (4-MTA), 4-methoxyampheta-
mine (PMA) and 2,5-dimethoxyamphetamine (2,5-DMA) (Figure 8 c).

The range of this method may be broadened by partial reduction and hy-
drolysis of the intermediate product, nitropropene (route D). BMK obtained
in this way may be used in reactions described earlier (Figure 8 d).

Route E — norephedrine reduction. Norephedrine can be reduced to am-
phetamine by heating until boiling in a hydroiodide acid/red phosphorous
system. This method is not applied very often. Nevertheless, it has two im-
portant advantages: it is easy to perform, even by non-professionals, and
leads to optically pure amphetamine, and not, as in the methods described
earlier, to a racemic mixture. Therefore, an analogous street sample pro-
duced in this way is stronger. Reduction of the norephedrine diastereoisomer,
1.e. pseudoephedrine, leads to formation of a less psychoactive enantiomer of
amphetamine. This method has great importance, above all, in obtaining
methamphetamine from ephedrine (United States, Far East) (figure 8 e).
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Route F —Ritter reaction. Some literature sources talk about the possibil-
ities of amphetamine synthesis using the Ritter reaction. The substrate is
allylbenzene, which reacts with acetonitryl in an acidic environment giving
the acetyl derivative of amphetamine. Acetylamphetamine is then hydro-
lysed in an acidic environment to amphetamine. Application of this method
to illegal production was reported in Great Britain (figure 8 f).

In all of the above methods (routes A—F), crude
amphetamine is obtained, which is purified by steam
o NW water distillation, extraction, and sometimes distil-

0

S

lation at reduced pressure. The obtained product —
the base form of the amine — is a colourless, sticky
liquid with an unpleasant odour. Amphetamine sul-
phate, which 1s a colourless solid substance, 1s ob-
tained by its precipitation using a solution of sulphuric acid in ethanol, ace-
tone or other solvents [16].

Fig. 9. Structure of
N-formylamphetamin
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Fig. 10. Structures of pyridines: a — 2,4-dimethyl-3,5-diphenylpyridine, b — 2,6-di-
methyl-3,5-diphenylpyridine, ¢ — 2-methyl-3-phenyl-6-(phenylmethyl)-pyridine.
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Fig. 11. Structures of dimers: a — N,N-di(B-phenylisopropyl)amine, b — N,N-di(3-phenyl-
isopropyl)methylamine, ¢ — N,N-di(3-phenylisopropyl)formamide.
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Fig. 12. Structures of pyrimidines: a — 4-methyl-5phenylpyrimidine, b — 4-benzyl-
pyrimidine.

Amphetamine obtained in the Leuckart reaction may contain the follow-
ing impurities [6, 14, 15, 16]:

a) Residues of substrates and their impurities and also reagents used in
the reaction (formamide, formic acid, phenylacetone, dibenzyloketone —
BMK impurities);

b) Intermediate products arising during synthesis of the main product
(N-formylamphetamine) (Figure 9);

¢) Products of side reactions, such as: a-benzylphenethylamine; deriva-
tives of pyridine (2,4-dimethyl-3,5-diphenylpyridine — Figure 10 a,
2,6-dimethyl-3,5-diphenylpyridine — Figure 10b), 4-methyl-5-phenyl-
2-(phenylmethyl)-pyridine, 2-methyl-3-phenyl-6-(phenylmethyl)-pyri-
dine — Figure 10 ¢, 2,4-dimethyl-3-phenyl-6-(phenylmethyl)-pyridine,
2-methyl-2-phenylmethyl-5-phenyl-2,3-dihydropyrid-4-one); dimers
(N,N-di(B-phenylisopropyl)amine — Figure 11 a, N,N-di(-phenyliso-
propyl)methylamine — Figure 11 b, N,N-di(B-phenylisopropyl)forma-
mide — Figure 11 c¢); pyrimidine derivatives (4-metyl-5-phenylpyri-
midine — Figure 12 a, 4-benzylpyrimidine Figure 12 b).

Phenylmethylpyrimidine and pyrimidine derivatives are created only in
the Leuckart reaction and they are a result of the competitive condensation
reaction of the ketone (BMK) and amino-reductive reagents (alternate sys-
tems: ammonia/formic acid, ammonium formate, formamaide) [16].

The application of gas chromatography coupled with mass spectrometry
allowed us to identify impurities of amphetamine that was synthesised us-
ing the Leuckart reaction. The toxicity of amphetamine impurities is a sepa-
rate problem. There is little information in the literature on this issue. Only
the method of synthesis, identification and acute toxicity of a-benzyl-
phenethylamine and a-benzyl-N-methylphenethylamine have been descri-
bed. These compounds are created in the course of synthesis of amphet-
amine and methamphetamine from BMK contaminated by dibenzylke-
tone [9]. A comparison of toxicity of amphetamine, methamphetamine and
their impurities is presented in Table II.
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TABLE II. COMPARISON OF TOXICITY OF AMPHETAMINE, METHAMPHETAMINE

AND THEIR CONTAMINANTS

Compound LD,, [mg/kg]* | CD,,[mg/kg]’
Amphetamine sulphate 91.14 88.35
Methamphetamine HC1 57.19 56.96
a-benzylphenethylamine HCl 63.25 45.59
a-benzyl-N-methylphenethylamine HCI 78.20 54.09

*LD;, — lethal dose 50%;
" CD,,~ convulsive dose 50%.

The analogy of amphetamine structure and impurities in dimer form

may suggest that these compounds, which possess hydrophobic properties
(they can easily pass through biological membranes and penetrate into the
central nervous system), may exhibit biological activity and therefore toxic-
ity cannot be excluded.

CONCLUSIONS

1. In the case of high concentrations of amphetamine in the blood and

large amounts of unabsorbed substance in the stomach, it is possible to
identify compounds (impurities), indicating the Leuckart method of
amphetamine synthesis.

. The toxicity of synthesis markers is not known. Nevertheless, bearing

in mind the structural analogy between impurities with a dimer form
and amphetamine itself, the biological activity of these compounds —
and, following on from this, their toxicity — cannot be excluded, espe-
cially since secondary dimers have hydrophobic properties, which is
conducive to crossing cell membranes and reaching the CNS.
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IDENTYFIKACJA PRODUKTOW UBOCZNYCH SYNTEZY
AMFETAMINY W MATERIALE BIOLOGICZNYM
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Jak wynika z analizy wynikow badan toksykologicznych uzyskanych w Zaktadzie
Medycyny Sadowej w Warszawie, zatrucia narkotykami od kilku lat stanowia druga,
co do wielkoSci grupe przypadkow zgonéw spowodowanych zatruciem.

Wsréd zatrué $§miertelnych narkotykami najwiecej przypadkéw spowodowanych
byto przedawkowaniem opiatéow (heroiny), jednak zatrucia amfetaminami stanowig
réwniez znaczaca pozycje, za$ odsetek zatrué¢ z ich udzialem wynosit w latach
1997-2004 od 7 do 42,9% w stosunku do wszystkich zatrué¢ narkotykami.

W przypadkach zgonéw zwiazanych z przedawkowaniem zwiazkow zaliczanych
do amfetamin, wykrywana jest jedna lub wiecej substancji z tej grupy, nierzadko
stwierdza sie takze obecno§¢ innych ksenobiotykéw, np. kokainy, opiatéw, kannabi-
noli czy benzodiazepin [4, 13].

W latach 1997-2004 w Zakladzie Medycyny Sadowej w Warszawie zanotowano
46 przypadkéw zgondéw na skutek przedawkowania zwiazkéw z grupy amfetamin
lub amfetamin i innych érodkéw odurzajacych (najczesciej opiatéw). Obecno$é amfe-
taminy stwierdzono w 80,4% przypadkow.

Amfetamina jest érodkiem coraz bardziej popularnym w Polsce. Odzwierciedla sie
to we wzrastajacej liczbie 0s6b stosujacych ten érodek i hospitalizowanych w zwiazku
z objawami zatrucia [2, 5, 10, 11]. Amfetamine mozna bylo znalez¢é w Polsce juz w la-
tach 80. dwudziestego wieku, ale stanowita woéwczas duza rzadkosé. Wraz z przemia-
nami polityczno-gospodarczymi (m.in. otwarcie granic i uwolnienie rynku) wzrosty
mozliwosci pozyskiwania substratow i odezynnikéw, a zmiany spoleczno-obyczajowe
spowodowatly wzrost popytu na tego typu érodki, co przyczynilo sie do rozwoju ,,rodzi-
mej” nielegalnej produkcji.

Amfetamina sprzedawana jest w postaci biatego, niekiedy kremowobiatego prosz-
ku w torebkach z zamknieciem strunowym (tzw. , dilerkach”) lub pakiecikach z folii
aluminiowej. Przyjmowana jest najczeSciej doustnie, na btony §luzowe jamy ustnej
lub donosowo, ale takze dozylnie. Sprzedawany na ,czarnym rynku” proszek nie jest
oczywiscie czysta amfetaming (gdyz ta w postaci wolnej zasady jest ciecza), lecz mie-
szaning siarczanu amfetaminy 1 innych zwiazkéw w bardzo réznych proporcjach.

Zawarto$¢ siarczanu amfetaminy w,,dzialce” jest bardzo zmienna i wynosi 5-97%
($rednio 40%). Niejednokrotnie spotyka sie tez przypadki, ze proszek sprzedawany
jako amfetamina w ogéle jej nie zawiera. Obok siarczanu amfetaminy ,,dziatka” za-
wiera domieszki dodawane w celu zwiekszenia objeto$ci poreji i wlasciwego rozcien-
czenia narkotyku. Dodatki te moga by¢ zwiazkami obojetnymi farmakologicznie
(np. glukoza, sacharoza, mannitol, skrobia, weglany, siarczan magnezu) lub tez mieé
okres$lone dziatanie biologiczne. Zwiazkami aktywnymi sa najczeéciej sktadniki po-
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pularnych lekéw, zwtaszceza przeciwbélowych (paracetamol, fenacetyna, etenzamid,
kwas salicylowy i acetylosalicylowy, propyfenazon) [7] lub zwiazki nie bedace lekami
np. a-fenyloetyloamina [1, 8]. Niewielka (do kilku procent) sktadowa ,,dzialki” stano-
wig zanieczyszczenia. Profil zanieczyszczen (ich sktad jakoéciowy 1ilo$ciowy) pozwa-
la nie tylko na identyfikacje metody uzytej do syntezy, ale niejednokrotnie takze na
przypisanie probki do konkretnego ,,producenta” [12, 16].

Rutynowa analiza toksykologiczna materiatu biologicznego obejmuje poszuki-
wanie réznych zwiazkéw toksycznych, wérod ktérych narkotyki stanowia bardzo
wazng grupe. Potwierdzenie obecnosci zwigzkéw z grupy amfetamin polega na wy-
kryciu przede wszystkim amfetaminy (AMF), a takze metamfetaminy (MAMF),
3,4-metylenodioksymetamfetaminy (MDMA), 3,4-metylenodioksyetylamfetaminy
(MDEA), p-metoksyamfetaminy (PMA), p-metoksymetamfetaminy (PMMA). W nie-
ktérych przypadkach stwierdza sie (przede wszystkim w moczu) obecnoéé metabo-
litéw tych zwiazkow [3].

Technika chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas jest stosowa-
na powszechnie w analizie toksykologicznej zaréwno w badaniach przesiewowych
(skryningowych), jak i w ukierunkowanych. Pozwala ona na identyfikacje poszcze-
gbélnych analitow nie tylko w oparciu o czas retencji, ale takze o widmo masowe.
W omawianych przypadkach podczas analizy uzyskanych chromatograméw po-
twierdzono obecnoéé pikéw zwiazkéw dotychezas niespotykanych w materiale biolo-
gicznym badanym na obecno$é¢ amfetamin.

MATERIAL I METODY

Przypadek 1: obok toréw kolejowych znaleziono zwloki mtodego mezczyzny W. K.
Przy zwlokach ujawniono woreczki z zawartos$cia proszku koloru biatego (dowody
rzeczowe nie zostaly nadestane do badania). Sekcja zwlok nie wykazata zmian urazo-
wych, stwierdzono natomiast cechy ostrej niewydolnosci krazeniowo-oddechowe;.

Przypadek 2: policja zostala powiadomiona o zgonie mtodej kobiety R. P. w zajmo-
wanym przez nig mieszkaniu. Jak oSwiadczyl konkubent zmartej, doszto miedzy
nimi do ktétni, w trakcie ktérej R. P. zazyta amfetamine, popijajac ja piwem.

W obydwu opisanych powyzej przypadkach wykonywano rutynowa analize tok-
sykologiczna. Mocz poddano badaniu przy pomocy testu wielooznaczeniowego ToxSee
firmy Bio Rad. Krew 1 mocz odpowiednio rozcienczano buforem firmy Abbott wyko-
rzystywanym do oznaczen metoda immunofluorescencji w $wietle spolaryzowanym
(FPIA), a nastepnie wirowano i w uzyskanym supernatancie wykonywano ozna-
czenie, uzywajac aparatu TDx firmy Abbott oraz zestawu odczynnikéw Ampheta-
mine/Methamphetamine.

Zoladek z treécig poddano odbialczaniu etanolem, a uzyskany przesacz ekstraho-
wano chloroformem ze érodowiska kwasgnego 1 mieszaning chloroform:izopropanol
(4:1) ze $rodowiska alkalicznego. Uzyskane ekstrakty osuszono bezwodnym siarcza-
nem sodu i odparowano. Suche pozostato$ci zawieszono w metanolu.

Plyny ustrojowe (krew i mocz) ekstrahowano chlorkiem n-butylu ze §rodowiska
kwaénego i alkalicznego. Ekstrakty odparowano, a suche pozostatoéci zawieszono
w metanolu.
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Dla zwiazkéw z grupy amfetamin wykonano oddzielnie ekstrakcje ptynéw ustro-
jowych cykloheksanem ze érodowiska alkalicznego. Ekstrakty odparowano, a suche
pozostaloéci derywatyzowano bezwodnikiem kwasu heptafluoromastowego (HFBA)
firmy Supelco. Tak otrzymane préby analizowano: metoda chromatografii gazowej
ze spektrometria mas w réznych programach temperaturowych (chromatograf gazo-
wy HP 6890, detektor mas HP 5973, kolumna kapilarna HP-5MS o dtugos$ci 30 m
i §rednicy 250 pm, temperatura dozownika 250°C, linii transferowej 280°C, zrédta
jonéw 230°C, filtra masowego (kwadrupola) 150°C); metoda skryningowa: 150°C do
295°C (10°C/min), zatrzymanie 4 min; metoda dla amfetamin: 90°C do 250°C (10°C/min),
250°C do 280°C (30°C/min), zatrzymanie 6 min; nastrzyk w trybie niepodzialowym
w objetosci 1 pl — metoda skryningowa lub 3 ul metoda dla amfetamin). Zbierania da-
nych dokonywano w trybie skanowania widma w zakresie mas od 5 do 550 AMU
z uzyciem oprogramowania ChemStation Software Rev. B.01.00. GC HP 6890,
MS 5973.

Odczynniki o czystosci analitycznej pochodzily z nastepujacych firm: chlorek
n-butylu — Fluka, HFBA — Supelco, metanol Ultra Resi-Baker, pozostate — POCh.

WYNIKI

Podczas analizy uzyskanych chromatograméw stwierdzono, obok amfetaminy,
takze obecno$é zwigzku, dla ktérego biblioteka NIST'98 podata propozycje nazwy
formetorex” (N-formyloamfetamina). Zwiazek ten jest produktem poérednim otrzy-
mywanym przy produkecji amfetaminy metoda Leuckarta. Badacze zainteresowali
sie pochodzeniem tej substancji, w nastepstwie czego wykryto dalsze zwiazki (dla
ktérych nie byto zadowalajacych propozycji bibliotecznych), stanowiace zanieczysz-
czenia amfetaminy, a wskazujace na zastosowanie metody Leuckarta. Zwiazki te
zidentyfikowano jako N-formyloamfetamine (,formetorex”), N,N-di-(B-fenyloizopro-
pylo)amine, N,N-di-(B3-fenyloizopropylo)metyloamine oraz pochodne fenylometylopi-
rydyny (rycina 4).

Tozsamo§é wykrytych zwiazkéw zostala potwierdzona na podstawie zgodnos$ci
czaséw retencjiiwidm masowych odpowiednich substancji wzorcowych. Materiatl re-
ferencyjny zostat zsyntetyzowany, a jego czysto$¢ 1 strukture chemiczng uwierzytel-
niono kompletem badan (protonowy 1 weglowy rezonans magnetyczny, spektrosko-
pia w podczerwienii—w niektérych przypadkach —wysokorozdzielcza spektrometria
mas HR/MS). Widma masowe N-formyloamfetaminy, N,N-di-(a-fenyloizopropylo)-
aminy 1 N,N-di-(a-fenyloizopropylo)metyloaminy przedstawiono na rycinach 5, 61 7.
Wyniki analizy toksykologicznej obydwu opisanych przypadkow przedstawia tabela I.

W obydwu przypadkach amfetamina i jej zanieczyszczenia byly jedynymi wykry-
tymi ksenobiotykami, a stezenie amfetaminy we krwi ofiar byto bardzo wysokie.
W przypadku pierwszym stwierdzono w zotadku duza iloéé niewchtonietej amfetami-
ny, podczas gdy w przypadku drugim w zotadku denatki wykryto jedynie §ladowe
iloéci tego zwiazku. Poniewaz zanieczyszczenia amfetaminy stanowig bardzo nie-
wielka czesé ,,dziatki”, wiec sa mozliwe do wykrycia w przypadkach, gdzie stezenie
amfetaminy w materiale biologicznym jest wysokie.
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DYSKUSJA WYNIKOW

Amfetamina ma nieskomplikowana budowe chemiczna, totez jej synteza nie nas-
trecza trudnoécii moze by¢ wykonywana przy uzyciu prostego sprzetu laboratoryjne-
go. Opisano wiele metod syntezy amfetaminy, z czego najczesciej stosowane sg meto-
dy z wykorzystaniem benzylometyloketonu (BMK).

Droga A — synteza Leuckarta. Jest najpopularniejsza metoda syntezy amfetami-
ny w Polsce (ponad 95% zbadanych, a przejetych przez policje prébek, zawierato am-
fetamine wyprodukowana przy uzyciu tej metody). Polega ona na ogrzewaniu benzy-
lometyloketonu z formamidem lub mréwczanem amonu, co prowadzi do powstania
produktu po$redniego — formyloamfetaminy. Formyloamfetamina jest hydrolizowa-
na do amfetaminy w wyniku ogrzewania w $rodowisku stezonego kwasu solnego.
Jest to stosunkowo tatwa reakcja, ale raczej ,,brudna”, tzn. powstaje sporo zanie-
czyszczen, a co za tym idzie, surowa amfetamina wymaga do$é starannego oczyszcze-
nia (rycina 8 a).

Droga B — redukcyjne aminowanie benzylometyloketonu w warunkach katalizy
heterogenicznej. Mieszanine BMK oraz amoniaku poddaje sie dzialaniu gazowego
wodoru w obecno§ci katalizatora np. niklu Raneya, palladu lub platyny osadzanej na
weglu (Pt/C lub Pd/C). Reakcje prowadzi sie zazwyczaj w warunkach podwyzszonego
ci$nienia w autoklawach. Reakcja jest bardzo wydajna 1 powoduje powstawanie nie-
wielkiej iloéci produktéw ubocznych. Wymaga jednak doé§é kosztownego wypo-
sazenia (rycina 8 b).

Droga C — synteza nitropropenowa. W pierwszym etapie benzaldehyd konden-
suje z nitroetanem do zwigzku poéredniego — fenylonitropropenu. W drugim etapie
nitropropen jest redukowany do amfetaminy z zastosowaniem np. glinowodorku lito-
wego (LiAlH,) lub za pomoca redukcji katalitycznej w warunkach heterogenicznych.
W ofercie handlowej wielu firm chemicznych znajduja sie niekontrolowane ustawo-
wo, podstawione w pierScieniu, pochodne benzaldehydu. Uzycie ich w miejsce ben-
zaldehydu umozliwia najprostsze otrzymanie podstawionych w pierécieniu ana-
logéw amfetaminy, np. 3,4-metylenodioksyamfetaminy (MDA), 4-metylotioamfetami-
ny (4-MTA), 4-metoksyamfetaminy (PMA) oraz 2,5-dimetoksyamfetaminy (2,5-DMA)
(rycina 8 c¢).

Zakres tej metody mozna rozszerzy¢, gdy produkt poéredni—nitropropen — podda
sie czeéciowe] redukeji, a nastepnie hydrolizie (droga D). Otrzyma sie wtedy BMK,
ktéry mozna skierowaé do reakcji przedstawionych wezesniej (rycina 8 d).

Droga E — redukcja norefedryny. Norefedryne mozna zredukowaé¢ do amfetami-
ny, ogrzewajac ja do wrzenia w uktadzie kwas jodowodorowy/fosfor czerwony. Meto-
da ta nie jest zbyt czesto stosowana. Ma ona jednak dwie podstawowe zalety. Jest
latwa do zastosowania nawet w warunkach dalekich od profesjonalnych i prowadzi
do powstania optycznie czynnej amfetaminy, a nie, jak w przypadku poprzednich
metod, do utworzenia mieszaniny racemicznej. Z tego wzgledu analogiczna ,,dziatka”
towaru dziala silniej. Redukcja diasteroizomeru norefedryny, czyli pseudoefedryna,
prowadzi do powstania enancjomeru amfetaminy o slabszym dziataniu psychoak-
tywnym. Ta metoda syntezy ma przede wszystkim ogromne znaczenie w otrzymywa-
niu metyloamfetaminy z efedryny (Stany Zjednoczone i Daleki Wschéd) (rycina 8 e).

Droga F — reakcja Rittera. Niektére zrodla w literaturze przedmiotu méwig
o mozliwo$ci wykorzystania w syntezie amfetaminy tzw. reakcji Rittera. Substratem
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jest allilobenzen, ktory reaguje z acetonitrylem w Srodowisku kwaénym, dajac acety-
lowa pochodng amfetaminy. Acetylowa pochodna jest nastepnie hydrolizowana
w §rodowisku kwasnym do amfetaminy. Stosowanie tej metody do nielegalnej pro-
dukcji amfetaminy sygnalizowano w Wielkiej Brytanii (rycina 8 f).

W kazdym przypadku (drogi A—F) otrzymuje sie surowa amfetamine, ktéra oczysz-
czana jest poprzez destylacje z para wodna, ekstrakcje, a niekiedy destylacje pod
zmniejszonym ciSnieniem. Otrzymany produkt — amina w postaci zasady — stanowi
bezbarwna, oleistg ciecz o przykrym zapachu. Siarczan amfetaminy, ktory jest bez-
barwnym cialem stalym, otrzymuje sie poprzez stracenie zasady do soli dzialaniem
roztworu kwasu siarkowego w etanolu, acetonie lub innych rozpuszczalnikach [16].

Amfetamina zsyntetyzowana metoda Leuckarta moze zawiera¢ nastepujace za-
nieczyszczenia [6, 14, 15, 16]:

a) pozostalosci substratow iich zanieczyszczen oraz odczynnikéw uzytych do re-
akcji (formamid, kwas mrowkowy, fenyloaceton, dibenzyloketon — zanieczysz-
czenie BMK);

b) produkty poSrednie powstajace podczas syntezy wtasciwego produktu (N-for-
myloamfetamina) (rycina 9);

¢) produkty reakcji ubocznych, takie jak: a-benzylofenyloetyloamina; pochodne
pirydyny (2,4-dimetylo-3,5-difenylopirydyna — rycina 10 a, 2,6-dimetylo-3,5-
difenylopirydyna —rycina 10b), 4-metylo-5-fenylo-2-(fenylometylo)-pirydyna,
2-metylo-3-fenylo-6-(fenylometylo)-pirydyna — rycina 10 ¢, 2,4-dimetylo-3-fe-
nylo-6-(fenylometylo)-pirydyna, 2-metyl-2-fenylometylo-5-fenylo-2,3-dihydropy-
rid-4-on); dimery (N,N-di(B-fenyloizopropylo)amina — rycina 11 a, N,N-di(B-fe-
nyloizopropylo)metyloamina —rycina 11 b, N,N-di(B-fenylizopropylo)formamid —
rycina 11 c); pochodne pirymidyny (4-metylo-5-fenylopirymidyna — rycina
12 a, 4-benzylpirymidyna — rycina 12 b).

Pochodne fenylometylopirydyny i pirymidyny powstaja wytacznie podczas synte-
zy wykonywanej metodg Leuckarta i sg rezultatem konkurencyjnej reakcji konden-
sacji ketonu (BMK) i odczynnikéw aminujaco-redukujacych (uktady alternatywne:
amomiak/kwas mréwkowy, mréwczan amonu, formamid) [16].

Zastosowanie techniki chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas
pozwolilo na wykrycie w badanym materiale biologicznym i zidentyfikowanie zwigz-
kéw bedacych zanieczyszezeniami powstajacymi w procesie syntezy amfetaminy me-
toda Leuckarta.

Odrebny problem stanowi toksyczno$é¢ zanieczyszczen amfetaminy. W dostep-
nym piSmiennictwie brak jest wlasciwie danych na ten temat. Opisano jedynie meto-
de syntezy, identyfikacje i toksyczno$¢ ostra a-benzylofenyloetyloaminy i a-benzy-
lo-N-metylofenyloetyloaminy. Zwiazki te powstaja w trakcie syntezy amfetaminy
1 metamfetaminy z BMK zanieczyszczonego dibenzyloketonem [9]. Por6wnanie tok-
syczno$ci amfetaminy, metamfetaminy i ich zanieczyszczen przedstawia tabela II.

Analogia budowy amfetaminy 1 zanieczyszczen o charakterze dimeréw nasuwa
podejrzenie, ze zwigzki te, majace rozbudowana funkcje hydrofobowa (co sprzyja
przechodzeniu przez btony biologiczne 1 penetracji do osrodkowego uktadu nerwowe-
g0), moga wykazywacé aktywno§¢ biologiczna, a co za tym idzie, nie da sie wykluczy¢
ich toksycznego dziatania.
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WNIOSKI

1. W przypadku wysokich stezenn amfetaminy we krwi oraz obecnoéci duzej iloSci
niewchlonietego zwiazku w zoladku jest mozliwe wykrycie zwigzkéw wska-
zujacych na zazycie amfetaminy syntetyzowanej metoda Leuckarta.

2. Toksycznos$¢ markerdéw syntezy nie zostata poznana. Mimo tego na podstawie
analogii strukturalnej zanieczyszczen o charakterze dimeréw oraz samej am-
fetaminy nie mozna wykluczy¢ aktywno§ci biologicznej tych zwiazkdéw, a co za
tym idzie, ich toksyczno$ci, zwlaszcza ze dimer drugorzedowy jest zwigzkiem

hydrofobowym, co sprzyja przechodzeniu przez btony komérkowe i docieraniu
do OUN.



