
1. Introduction

Even though a num ber of new gen er a tion psycho -
tropic drugs have been in tro duced onto the mar ket, the
clas sic psychotropic drugs, such as phenothiazines
(PHEs) and tricyclic an ti de pres sants (TCADs), are still
fre quently used in ther apy. These drugs have turned out 
to be ef fec tive but also dan ger ous, es pe cially TCADs,
which are char ac ter ised by a rel a tively nar row “ther a -
peu tic win dow”. Psychotropic drugs are of ten over -
dosed and also taken with al co hol, which may re sult in
se ri ous poi son ing or even death. It is also a well-
known fact that both the above men tioned groups of
drugs are fre quently used to gether in psy chi at ric treat -
ment.

Psychotropic drugs, due to their “spe cific” use, are
of ten the sub ject of study in fo ren sic and clin i cal tox i -
co log i cal anal y sis. They are usu ally de tected and de -

ter mined in bi o log i cal ma te rial, and thus chro mato -
graphic meth ods, es pe cially HPLC and GC, are most
of ten em ployed for their analysis. 

Since the last de cade of the pre vi ous cen tury, cap il -
lary elec tro pho re sis tech niques have been de vel oped
dy nam i cally in the area of drug anal y sis in var i ous ma -
tri ces, in clud ing bi o log i cal sam ples. 

A num ber of pa pers fo cus ing on sep a ra tion and de -
ter mi na tion of psychotropic drugs in bi o log i cal flu ids
have also ap peared [1, 2, 6, 7]. The use ful ness of ap pli -
ca tion of cap il lary elec tro pho re sis to fo ren sic anal y sis
has also been pre sented [3, 4, 5]. A sin gle psychotropic 
drug [3] or sev eral psychotropic drugs si mul ta neously
[4, 5] were de tected and de ter mined in whole blood
sam ples us ing cap il lary elec tro pho re sis, and as the ref -
er ence method, high pres sure liq uid chro ma tog ra phy
was ap plied.
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The sep a ra tion con di tions used for screen ing anal -
y sis of seven phenothiazines by NACE [6] were un sat -
is fac tory for si mul ta neous iden ti fi ca tion anal y sis of
both groups: phenothiazines and tricyclic an ti de pres -
sants. The aim of this work was to de velop con di tions
for screen ing anal y sis of these two groups of drugs –
PHEs and TCADs – by the non-aque ous cap il lary elec -
tro pho re sis (NACE) method. 

2. Ma te ri als and meth ods

2.1. Re agents and stan dards

Meth a nol and acetonitrile of HPLC-gra di ent grade
were sup plied by Merck (Darmstadt, Ger many). 85%
phos pho ric acid, am mo nium ac e tate, lith ium ac e tate,
so dium ac e tate and gla cial ace tic acid of an a lyt i cal
grade were pur chased from POCH (Gliwice, Po land).
De mon ised wa ter was used. Stan dard drugs of phar -
ma ceu ti cal pu rity were pur chased from Sigma-Aldrich 
(St. Louis, USA) and Pol ish phar ma ceu ti cal com pa -
nies.

The fol low ing drugs were in cluded in the study: 
– phenothiazines: chlorpromazine, promazine, levo -

mepromazine, perazine, thioridazine,  prometha -
zine;

– tricyclic an ti de pres sants: desipramine, amitripty -
line, doxepin, nordoxepin, imipramine, clomipra -
mine, nortryptyline, opipramol,  noxiptyline, tri mi- 
 pra mine. 
 Drug stock so lu tions (10 mg/ml–1) were pre pared

in meth a nol and stored in a re frig er a tor (+5°C). Work -
ing stan dard drug mix tures were pre pared by di lut ing
the methanolic stock so lu tions with a suit able amount
of acetonitrile, meth a nol, back ground elec tro lyte or di -
luted back ground elec tro lyte.

3. Ex per i men tal

3.1. Ap pa ra tus and ex per i men tal con di tions

A Prince 550 air thermostated cap il lary elec tro pho -
re sis sys tem (Prince Tech nol o gies, Emmen, the Neth er -
lands) with Lambda 1010 spectrophotometer (Bis choff, 
Leonberg, Ger many) as UV-Vis de tec tor was used. The
fol low ing mea sure ment con di tions were ap plied:
– a bare fused sil ica cap il lary of 50 µm ID and 375 µm

OD (Polymicro Tech nol o gies,  Phoe nix, USA),
100 cm (66 cm to the de tec tor) long was used;

– the sam ples were in jected by the hy dro dy namic
method, ap ply ing a pres sure of 100 mbar for 6 s;

– am mo nium ac e tate in acetonitrile-meth a nol-gla cial
ace tic acid (50:49:1,v/v/v) was used as the star-
ting back ground elec tro lyte, whose com po si tion was
chan ged dur ing ex am i na tions. Be fore use, the back -
ground elec tro lyte was fil tered with an RC15
0.45 µm fil ter (Merck, Darmstadt, Ger many);

– drugs were de tected by UV-light ab sorp tion at
254 nm.

3.2. Sep a ra tion pro ce dure

The sep a ra tion pro ce dure con sisted of three steps:
1 – wash ing the cap il lary with the back ground elec tro -
lyte (2 min), 2 – in ject ing sam ple (6 s) and 3 – sep a rat -
ing analytes with the back ground elec tro lyte un der
30 kV (cur rent c.a. 9 µA) (about 10 min).

Be tween mea sure ments, the capillary was washed,
us ing in se quence: 0.5 M so dium hy drox ide (2 min),
wa ter (3 min), acetonitrile (2 min) and the back ground
elec tro lyte (3 min).

A new cap il lary was con di tioned by: 0.5M hy drox -
ide so dium (5 min), wa ter (5 min), acetonitrile (5 min)
and back ground elec tro lyte (5 min). Af ter mea sure -
ments the cap il lary was flushed with wa ter, meth a nol
and then blow-dried with air and stored. 

4. Results and discussion

A method for screen ing seven phenothiazines was
de vel oped, and the sep a ra tion con di tions were stud ied
by chang ing three fac tors: quan ti ta tive com po si tion of
back ground elec tro lyte, the kind of salt cat ion pres ent
in the elec tro lyte and the kind of me dium used for di lu -
tion of stan dard drug mix tures. The quan ti ta tive com -
po si tion of the elec tro lyte: 20 mM am mo nium ac e tate
in the mix ture: meth a nol-acetonitrile-gla cial ace tic
acid (50:49:1, v/v/v) was op ti mised ac cord ing to 22
and 23 fac to rial plans, pre sented in Fig ures 1 and 2.
The num ber of peaks sep a rated at the base line was ac -
cepted as the main op ti mi sa tion cri te rion. From the
con ducted ex per i ments, the op ti mal sep a ra tion elec -
tro lyte was shown to be 20 mM am mo nium ac e tate in
a mix ture of acetonitrile and meth a nol (1: 1, v/v). 

 Fur ther more, the in flu ence of three cat ions (am -
mo nium, lith ium and so dium) of ac e tate salt on the
sep a ra tion of analytes was stud ied. The best sep a ra tion 
con di tions were ob tained us ing am mo nium ac e tate in
the above elec tro lyte of op ti mised composition
(Figure 3). 

 In or der to se lect the op ti mal me dium for di lu tion
of stan dard drug mix tures, acetonitrile, meth a nol and
the back ground elec tro lyte were tested. Meth a nol and
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acetonitrile turned out to be the best, with the lat ter be -
ing slight su pe rior (Fig ure 4).

 Fi nally, the fol low ing were se lected as op ti mal
con di tions: back ground elec tro lyte – 20 mM am mo -
nium ac e tate in acetonitrile-meth a nol (1:1, v/v), and
acetonitrile as the me dium for sam ples.

Screen ing anal y sis of four teen psychotropic drugs
was per formed in op ti mal con di tions (Fig ure 5) and,
on the ba sis of re peated ex per i ments, the main pa ram e -
ters of the pro posed meth ods were eval u ated. The rel a -
tive mi gra tion times of noxiptyline, desipramine, opi -
pramol, and desipramine and opipramol to gether were
de ter mined and pre sented in Ta ble I. The best re peat -
abil ity of mi gra tion times was as cer tained for two
drugs – desipramine and opipramol (the ar ith met i cal
mean of two rel a tive mi gra tion times) and was a lit tle
worse for for noxiptyline (Ta ble I). Fi nally, noxipty -
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Fig. 1. Op ti mi sa tion of the quan ti ta tive com po si tion of the
back ground elec tro lyte: am mo nium ac e tate in the mix ture:
meth a nol/acetonitrile/gla cial ace tic acid, ac cord ing to the
22 fac to rial plan. The con tent of ace tic acid was con stant
(1 ml per 100 ml of the elec tro lyte).

Fig. 2. Op ti mi sa tion of the quan ti ta tive com po si tion of the
back ground elec tro lyte: am mo nium ac e tate in the mix ture:
meth a nol/acetonitrile/gla cial ace tic acid, ac cord ing to the
23 fac to rial plan. The con tent of meth a nol was con stant
(50 ml per 100 ml of the elec tro lyte).

Fig. 3. Ex am i na tion of the in flu ence of salt cat ion pres ent in
the back ground elec tro lyte on the sep a ra tion of the ex am -
ined drugs: a) – so dium, b) – lith ium, c) – am mo nium.

Fig. 4. Ex am i na tion of the in flu ence of the me dium used for
di lu tion of the stan dard drug mix ture on sep a ra tion of the
 examined com pounds: a) – five times di luted back ground
 electrolyte, b) – back ground elec tro lyte, c) – meth a nol.

Fig. 5. Screen ing anal y sis of four teen clas sic psychotropic
drugs in op ti mal con di tions: 1 – desipramine, 2 – nortryp -
tyline, 3 – nordoxepin, 4 – imipramine, 5 – levomeproma -
zine, 6 – amitriptyline, 7 – clomipramine, 8 – promazine,
9 – doxepin, 10 – thioridazine, 11 – chlorpromazine,
12 – noxi ptyline (IS), 13 – promethazine, 14 – opipramol,
15 – pera zine.



line was se lected as the in ter nal stan dard. The re peat -
abil ity of the iden ti fi ca tion pa ram e ter (MT in re la tion
to noxiptyline) en com passed the range from 0.60 for
desipramine to 1.16 for perazine (% RSD). 

 5. Summary

1. Con dit ions for scre ening anal ysis of fo urt een clas -
sic psy chot ropic dru gs from the phe nothiaz ines
and tri cycl ic an tid epr essants gro up were deve lop -
ed. Al most all dru gs were base line se par ated and
only one pair of dru gs – thio rid azi ne and chlor -
prom azi ne were not com plet ely sep a rated.

2. In the near fu ture the pro pos ed met hod will be ap -
plied to anal ysis of blo od sam ples con tai ning the
exa min ed dru gs.
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1. Wstêp

Po mimo wpro wad zenia leków psy chot ropo wych no -
wej ge ner acji, kla syczne leki psy chot ropo we, ta kie jak
fe not iazy ny (PHE) i tr ójp ierœ cie niowe prze ciwd epr esyj -
ne (TCAD), s¹ nadal czêsto sto sow ane w te rap ii. Leki te
okaza³y siê sku teczne, ale tak ¿e nie bezp ieczne, szc zeg ól -
n ie TCAD, któ re cha rakt ery zuj¹ siê sto sunk owo w¹skim
„oknem te rap euty cznym”. Leki psy chot ropo we s¹ czê sto
przedaw kow ywa ne, a tak¿e przyj mow ane z al koh olem,
co mo¿e pr owa dziæ do bar dzo pow a¿nych kon sek wencji
zdro wotn ych. Do brze zna ny jest rów nie¿ fakt, ¿e obie
wy¿ ej wspo mniane grupy leków s¹ czêsto u¿ywane ra -
zem w leczeniu psychiatrycznym.

Leki psy chot ropo we, ze wzg lêdu na swoj¹ spe cyfi kê,
s¹ czê sto spo tyk ane w s¹do wej i kli niczn ej anal izie tok -
syk olo gic znej. Zwy kle wy krywa siê je i oznac za w ma -
ter iale bio log icznym, dla tego te¿ me tody chro ma togra-
ficz ne, w szcz egó lno œci HPLC i GC, s¹ najc zêœ ciej sto so -
w ane do ich analizy.

Od ostatn iej de kady ubieg³ego wie ku tech niki  elek -
tro forezy ka pil arnej roz wij aj¹ siê dy nam icznie, zw³asz -
cza w za kres ie anal izy leków w ró¿n ych ma tryc ach, ³¹cz -
nie z próbkami bio log iczny mi. Ukaza³a siê równ ie¿ pew -
na licz ba pu blik acji omaw iaj¹ca roz dzia³ i oznac zanie
leków psy chot ropo wych w p³ynach bio log iczny ch [1, 2,
6, 7]. Przed staw iono tak¿e u¿yte czno œæ za stos owa nia
elek tro for ezy ka pil arnej w anal izie s¹do wej [3, 4, 5]. Po -
jed ynczy lek psy chot ropo wy [3] lub jed nocz eœnie kil ka
lek ów psy chot ropo wych [4, 5] by³o wy kryw ane i  ozna -
czane w próba ch krwi przy u¿yciu me tod elekt rofo rezy
ka pil arnej oraz wy sok ociœ nieniowej chro mat ogr afii cie -
czow ej jako me tody od nies ienia.

Ce lem tej pra cy by³o roz winiêcie war unków anal izy
skri ning owej me tod¹ nie wodn ej elekt rofo rezy ka pil arnej
obejm uj¹cej dwie gru py lek ów – PHE i TCAD.

2. Me tody i ma ter ia³y

2.1. Od czynn iki i wzor ce

Me tan ol i acet oni tryl o czys toœ ci do chro mat ogr afii
gra dient owej by³y do starc zone przez firmê Merck
(Darm stadt, Niem cy). 85% kwas fos for owy, octan amo -
nu, octan litu, octan sodu i lo dow aty kwas octo wy o czys -
toœci cz.d.a. za kup iono w fir mie POCH (Gli wice,
Pol ska). Za stos owa no wodê de jon izo wan¹. Wzor ce le -
ków by³y po zys kane z fir my Sig ma-Al dr ich (St. Louis,

Sta ny Zjed noc zone) oraz polskich zak³adów  farma ceu -
tycznych. 

Wziê to pod uwagê nast êpuj¹ce leki:
– fenotiazyny: chlorpromazynê, promazynê, lewome -

pro mazynê, perazynê, tiorydazynê, prometazynê;
– trójpierœcieniowe leki przeciwdepresyjne: dezy pra -

minê, amitryptylinê, doksepinê, nordoksepinê, imi -
praminê, klomipraminê, nortryptylinê, opipramol,
no ksyptylinê, trimipraminê.
Wzor ce do prze chow ywa nia (10 mg/ml–1) by³y przy -

got owy wane w me tan olu i prze chow ywa ne w lodó wce
(+5oC). Ro boc ze wzor cowe mie szan iny lek ów by³y przy -
got owy wane przez rozcieñczenie roztworów me tan olo -
wych od pow iedni¹ il oœci¹ acet oni try lu, me tan olu, elek -
tro litu pod staw owe go lub roz cieñ czo nego elekt roli tu
pod sta wow ego.

2.2. Apar atu ra i wa runki eks per yme ntal ne

U¿y to sys temu do elekt rofo rezy ka pil arnej ter mos -
tato wan ego po wiet rzem, mo del Prin ce 550 fir my Prin ce
Tech nol ogi es (Em men, Ho land ia), ze spek trof oto met rem 
Lamb da 1010 fir my Bi schoff (Le onb erg, Niem cy) jako
de tekt orem UV-Vis. Wa runki po miar owe by³y nastêpu -
j¹ce:
– zastosowano niewype³nion¹ kapilarê kwarcow¹ fir -

my Polymicro Tech nol o gies (Phoe nix, Stany Zjed -
noczone) o œrednicy wewnêtrznej 50 µm i œrednicy
zewnêtrznej 375 µm, o d³ugoœci 100 cm (66 cm do
detektora);

– próbki by³y nastrzykiwane sposobem hydro dyna micz -
nym przy zastosowaniu ciœnienia 100 mbar przez 6 s;

– octan amonu w mieszaninie acetonitryl-metanol-lo -
do waty kwas octowy zosta³ u¿yty jako wyjœciowy
elektrolit podstawowy, którego sk³ad by³ zmieniany
podczas badañ. Przed u¿yciem elektrolit podstawowy 
filtrowano za pomoc¹ filtra RC15 0,45 µm firmy
Merck (Darmstadt, Niemcy);

– detekcja leków by³a prowadzona jako absorpcja
œwiat³a w zakresie UV przy d³ugoœci fali 254 nm;

– procedura separacyjna sk³ada³a siê z trzech etapów:
1 – przemywanie kapilary elektrolitem podstawowym 
(2 min), 2 – nastrzyk próbki (6 s), 3 – rozdzia³ ana -
litów w elektrolicie separacyjnym pod napiêciem
30 kV (pr¹d ok. 9 µA) (ok. 20 min). Miêdzy po -
miarami kapilara by³a przemywana kolejno: 0,5 M
wodorotlenkiem sodu (2 min), wod¹ (3 min), aceto -
nitrylem (2 min) i elektrolitem podstawowym (3 min).
Nowa ka pil ara by³a kon dyc jono wana za po moc¹

0,5 M wo dor otl enku sodu (5 min), wody (5 min), acet oni -
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try lu (5 min) i elekt roli tu pod staw owe go (5 min). Po za -
koñczeniu pom iarów kap ilarê przep³ukiw ano wod¹, me -
ta nolem, a na stê pnie prze dmuc hiwa no po wiet rzem i tak
po zos tawi ano.

3. Wy niki i ich dys kus ja

Wa runki roz dzia³u za stos owa ne do anal izy skri ning o -
wej sied miu fe not iazyn me tod¹ NACE [6] by³y nie zad o -
wa laj¹ce w przy padku anal izy ident yfi kac yjn ej dwóch
grup: fe not iazyn i tr ójp ierœ cieniowych le ków prze ciwd e -
pr esyj nych. Dla tego met odê tê roz win iêto, a wa runki roz -
dzia³u ba dano, zmie niaj¹c trzy czyn niki: sk³ad iloœ cio wy
elekt roli tu pod staw owe go, ro dzaj ka tionu soli obecn ej
w elekt roli cie oraz ro dzaj me dium u¿ ytego do  rozcieñ -
czenia stan dard owy ch mie szan in lek ów. Ilo œcio wy sk³ad
elekt roli tu: 20 mM octan amonu w mie szan inie  meta -
nol-acetonitryl-lodowaty kwas octo wy (50:49:1, v/v/v)
by³ opty mal izo wany wed³ug plan ów czyn nik owy ch 22
i 23 przed staw iony ch na ry cin ach 1 i 2. Jako g³ówne kry -
ter ium opty mal iza cyj ne przy jêto licz bê pików roz dziel o -
ny ch do li nii ba zow ej. Z prze prow adz onych eks pery -
men tów opty maln ym elektrolitem separacyjnym okaza³
siê 20 mM octan amonu w mieszaninie acetonitrylu i me -
tan olu (1:1, v/v).

Nast êpnie zba dano i por ówn ano wp³yw trzech
kationów (amon owe go, litu i sodu) soli octa nu na roz -
dzia³ ana litów. Naj leps ze wa runki roz dzia³u otrzym ano,
sto suj¹c octan amonu w wy¿ej zop tym ali zow anym  elek -
trolicie (rycina 3).

W celu wy bran ia opty maln ego me dium do  rozcieñ -
czenia wzor cow ych mie szan in lek ów te stow ano acet oni -
tryl, me tan ol, elekt rolit pod staw owy i piêæ razy roz cieñ-
czo ny elekt rolit pod staw owy. Me tan ol i acet oni tryl oka -
za³y siê naj leps zymi me diami z lekk¹ prze wag¹ tego dru -
giego (ry cina 4).

Ostat ecznie jako opty malne wa runki wy brano:  elek -
trolit pod staw owy – 20 mM octan amonu w mie szan inie
acet oni tryl/me tan ol (1:1, v/v) i acet oni tryl jako me dium
dla pr óbek. 

W wa runk ach opty maln ych prze prow adz ono anal izê
skri ning ow¹ czter nas tu leków psy chot ropo wych (ry ci -
na 5) i na pod staw ie pow tórz onych eks pery mentów osza -
c owa no g³ówne pa ram etry pro pon owa nej me tody.
Wz glê d ne cza sy mi grac ji no ks ypty liny, de zyp rami ny,
opip ramo lu oraz de zyp rami ny i opip ramo lu (ra zem) zo s -
ta³y wy znac zone i poda ne w ta beli I. Naj lepsz¹ pow -
tarzalnoœæ cza sów mi grac ji stwier dzono w przy padku
dwóch leków – de zyp rami ny i opip ramo lu (œred nia aryt -
m ety czna z dwóch wzglê dny ch czasów mi grac ji) i nie co
gorsz¹ dla ob lic zany ch od noœ nie do no ks ypty liny (ta -
bela I). Ostat ecznie no ks ypty lina zo sta³a wy brana jako
stan dard wewn êtrzny. Powt arzalnoœæ pa ram etru ident yfi -

kac yjn ego (MT wzglê dem no ks ypty liny) po krywa³a za kres
od 0,60 dla de zyp rami ny do 1,16 dla pe raz yny (% RSD).

4. Pod sum owa nie

1. Oprac owa no wa runki anal izy skri ning owej dla czter -
nas tu kla syczn ych lek ów psy chot ropo wych z gru py
fe not iazyn i tr ójp ierœ cieniowych le ków  przeciwde -
presyjnych. Pra wie wszyst kie leki by³y roz dziel one
do li nii ba zow ej i tyl ko jed na para lek ów – tio ryd azy -
na i chlor prom azy na – nie zo sta³a ca³ko wic ie roz -
dziel ona.

2. W najbli¿szej przysz³oœci pro pon owa na me toda bê -
dzie za stos owa na do anal izy prób krwi za wier aj¹cych 
ba dane leki.    
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