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Abstract

In our examinations, sixteen psychotropic drugs from the phenothiazines and tricyclic antidepressants group were studied. For
the purpose of screening analysis, the separation conditions of the drugs were studied using capillary electrophoresis in
a non-aqueous medium. The influence of both background electrolyte composition and the kind of medium used for dissolution
of the drugs on the separation efficiency was examined. Noxiptyline was selected as the internal standard. In optimal separation
conditions, the identification parameter — relative migration time (RM7) — and repeatability of the identification parameter for

each drug tested were determined.
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1. Introduction

Even though a number of new generation psycho-
tropic drugs have been introduced onto the market, the
classic psychotropic drugs, such as phenothiazines
(PHESs) and tricyclic antidepressants (TCADs), are still
frequently used in therapy. These drugs have turned out
to be effective but also dangerous, especially TCADs,
which are characterised by a relatively narrow “thera-
peutic window”. Psychotropic drugs are often over-
dosed and also taken with alcohol, which may result in
serious poisoning or even death. It is also a well-
known fact that both the above mentioned groups of
drugs are frequently used together in psychiatric treat-
ment.

Psychotropic drugs, due to their “specific” use, are
often the subject of study in forensic and clinical toxi-
cological analysis. They are usually detected and de-

termined in biological material, and thus chromato-
graphic methods, especially HPLC and GC, are most
often employed for their analysis.

Since the last decade of the previous century, capil-
lary electrophoresis techniques have been developed
dynamically in the area of drug analysis in various ma-
trices, including biological samples.

A number of papers focusing on separation and de-
termination of psychotropic drugs in biological fluids
have also appeared [1, 2, 6, 7]. The usefulness of appli-
cation of capillary electrophoresis to forensic analysis
has also been presented [3, 4, 5]. A single psychotropic
drug [3] or several psychotropic drugs simultaneously
[4, 5] were detected and determined in whole blood
samples using capillary electrophoresis, and as the ref-
erence method, high pressure liquid chromatography
was applied.
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The separation conditions used for screening anal-
ysis of seven phenothiazines by NACE [6] were unsat-
isfactory for simultaneous identification analysis of
both groups: phenothiazines and tricyclic antidepres-
sants. The aim of this work was to develop conditions
for screening analysis of these two groups of drugs —
PHEs and TCADs — by the non-aqueous capillary elec-
trophoresis (NACE) method.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and standards

Methanol and acetonitrile of HPLC-gradient grade
were supplied by Merck (Darmstadt, Germany). 85%
phosphoric acid, ammonium acetate, lithium acetate,
sodium acetate and glacial acetic acid of analytical
grade were purchased from POCH (Gliwice, Poland).
Demonised water was used. Standard drugs of phar-
maceutical purity were purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA) and Polish pharmaceutical compa-
nies.

The following drugs were included in the study:

— phenothiazines: chlorpromazine, promazine, levo-
mepromazine, perazine, thioridazine, prometha-
zine;

— tricyclic antidepressants: desipramine, amitripty-
line, doxepin, nordoxepin, imipramine, clomipra-
mine, nortryptyline, opipramol, noxiptyline, trimi-
pramine.

Drug stock solutions (10 mg/ml™") were prepared
in methanol and stored in a refrigerator (+5°C). Work-
ing standard drug mixtures were prepared by diluting
the methanolic stock solutions with a suitable amount
of acetonitrile, methanol, background electrolyte or di-
luted background electrolyte.

3. Experimental
3.1. Apparatus and experimental conditions

A Prince 550 air thermostated capillary electropho-
resis system (Prince Technologies, Emmen, the Nether-
lands) with Lambda 1010 spectrophotometer (Bischoff,
Leonberg, Germany) as UV-Vis detector was used. The
following measurement conditions were applied:

— abare fused silica capillary of 50 pm ID and 375 um
OD (Polymicro Technologies, Phoenix, USA),
100 cm (66 cm to the detector) long was used,;

— the samples were injected by the hydrodynamic
method, applying a pressure of 100 mbar for 6 s;

— ammonium acetate in acetonitrile-methanol-glacial
acetic acid (50:49:1,v/v/v) was used as the star-
ting background electrolyte, whose composition was
changed during examinations. Before use, the back-
ground electrolyte was filtered with an RCI15
0.45 pm filter (Merck, Darmstadt, Germany);

— drugs were detected by UV-light absorption at
254 nm.

3.2. Separation procedure

The separation procedure consisted of three steps:
1 —washing the capillary with the background electro-
lyte (2 min), 2 — injecting sample (6 s) and 3 — separat-
ing analytes with the background electrolyte under
30 kV (current c.a. 9 pA) (about 10 min).

Between measurements, the capillary was washed,
using in sequence: 0.5 M sodium hydroxide (2 min),
water (3 min), acetonitrile (2 min) and the background
electrolyte (3 min).

A new capillary was conditioned by: 0.5M hydrox-
ide sodium (5 min), water (5 min), acetonitrile (5 min)
and background electrolyte (5 min). After measure-
ments the capillary was flushed with water, methanol
and then blow-dried with air and stored.

4. Results and discussion

A method for screening seven phenothiazines was
developed, and the separation conditions were studied
by changing three factors: quantitative composition of
background electrolyte, the kind of salt cation present
in the electrolyte and the kind of medium used for dilu-
tion of standard drug mixtures. The quantitative com-
position of the electrolyte: 20 mM ammonium acetate
in the mixture: methanol-acetonitrile-glacial acetic
acid (50:49:1, v/v/v) was optimised according to 22
and 23 factorial plans, presented in Figures 1 and 2.
The number of peaks separated at the base line was ac-
cepted as the main optimisation criterion. From the
conducted experiments, the optimal separation elec-
trolyte was shown to be 20 mM ammonium acetate in
a mixture of acetonitrile and methanol (1: 1, v/v).

Furthermore, the influence of three cations (am-
monium, lithium and sodium) of acetate salt on the
separation of analytes was studied. The best separation
conditions were obtained using ammonium acetate in
the above electrolyte of optimised composition
(Figure 3).

In order to select the optimal medium for dilution
of standard drug mixtures, acetonitrile, methanol and
the background electrolyte were tested. Methanol and
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Fig. 1. Optimisation of the quantitative composition of the
background electrolyte: ammonium acetate in the mixture:
methanol/acetonitrile/glacial acetic acid, according to the
22 factorial plan. The content of acetic acid was constant
(1 ml per 100 ml of the electrolyte).
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Fig. 2. Optimisation of the quantitative composition of the
background electrolyte: ammonium acetate in the mixture:
methanol/acetonitrile/glacial acetic acid, according to the
23 factorial plan. The content of methanol was constant
(50 ml per 100 ml of the electrolyte).
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Fig. 3. Examination of the influence of salt cation present in
the background electrolyte on the separation of the exam-
ined drugs: a) — sodium, b) — lithium, ¢) — ammonium.

acetonitrile turned out to be the best, with the latter be-
ing slight superior (Figure 4).

Finally, the following were selected as optimal
conditions: background electrolyte — 20 mM ammo-
nium acetate in acetonitrile-methanol (1:1, v/v), and
acetonitrile as the medium for samples.

Screening analysis of fourteen psychotropic drugs
was performed in optimal conditions (Figure 5) and,
on the basis of repeated experiments, the main parame-
ters of the proposed methods were evaluated. The rela-
tive migration times of noxiptyline, desipramine, opi-
pramol, and desipramine and opipramol together were
determined and presented in Table I. The best repeat-
ability of migration times was ascertained for two
drugs — desipramine and opipramol (the arithmetical
mean of two relative migration times) and was a little
worse for for noxiptyline (Table I). Finally, noxipty-
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Fig. 4. Examination of the influence of the medium used for
dilution of the standard drug mixture on separation of the
examined compounds: a) — five times diluted background
electrolyte, b) — background electrolyte, ¢) — methanol.
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Fig. 5. Screening analysis of fourteen classic psychotropic
drugs in optimal conditions: 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 — noxiptyline (IS), 13 — promethazine, 14 — opipramol,
15 — perazine.
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line was selected as the internal standard. The repeat-
ability of the identification parameter (MT in relation
to noxiptyline) encompassed the range from 0.60 for
desipramine to 1.16 for perazine (% RSD).

5. Summary

1. Conditions for screening analysis of fourteen clas-
sic psychotropic drugs from the phenothiazines
and tricyclic antidepressants group were develop-
ed. Almost all drugs were base line separated and
only one pair of drugs — thioridazine and chlor-
promazine were not completely separated.

2. In the near future the proposed method will be ap-
plied to analysis of blood samples containing the
examined drugs.
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ANALIZA SKRYNINGOWA CZTERNASTU KLASYCZNYCH LEKOW
PSYCHOTROPOWYCH METODA NACE

1. Wstep

Pomimo wprowadzenia lekéw psychotropowych no-
wej generacji, klasyczne leki psychotropowe, takie jak
fenotiazyny (PHE) i trojpierscieniowe przeciwdepresyj-
ne (TCAD), sa nadal czg¢sto stosowane w terapii. Leki te
okazaly sig skuteczne, ale takze niebezpieczne, szczegol-
nie TCAD, ktore charakteryzuja si¢ stosunkowo waskim
,,oknem terapeutycznym”. Leki psychotropowe sa czgsto
przedawkowywane, a takze przyjmowane z alkoholem,
co moze prowadzi¢ do bardzo powaznych konsekwencji
zdrowotnych. Dobrze znany jest rowniez fakt, ze obie
wyzej wspomniane grupy lekow sa czgsto uzywane ra-
zem w leczeniu psychiatrycznym.

Leki psychotropowe, ze wzgledu na swoja specyfike,
sa czgsto spotykane w sadowej i klinicznej analizie tok-
sykologicznej. Zwykle wykrywa si¢ je i oznacza w ma-
teriale biologicznym, dlatego tez metody chromatogra-
ficzne, w szczegdlnosci HPLC i GC, sa najczg$ciej stoso-
wane do ich analizy.

Od ostatniej dekady ubiegtego wieku techniki elek-
troforezy kapilarnej rozwijaja si¢ dynamicznie, zwlasz-
cza w zakresie analizy lekow w roznych matrycach, tacz-
nie z probkami biologicznymi. Ukazata si¢ rowniez pew-
na liczba publikacji omawiajaca rozdziat i oznaczanie
lekow psychotropowych w ptynach biologicznych [1, 2,
6, 7]. Przedstawiono takze uzyteczno$¢ zastosowania
elektroforezy kapilarnej w analizie sadowej [3, 4, 5]. Po-
jedynczy lek psychotropowy [3] lub jednoczesnie kilka
lekoéw psychotropowych [4, 5] bylo wykrywane i1 ozna-
czane w probach krwi przy uzyciu metod elektroforezy
kapilarnej oraz wysokoci$nieniowej chromatografii cie-
czowej jako metody odniesienia.

Celem tej pracy bylo rozwinigcie warunkéw analizy
skriningowej metoda niewodnej elektroforezy kapilarnej
obejmujacej dwie grupy lekow — PHE i TCAD.

2. Metody i materialy
2.1. Odczynniki i wzorce

Metanol i acetonitryl o czystosci do chromatografii
gradientowej byly dostarczone przez firmg¢ Merck
(Darmstadt, Niemcy). 85% kwas fosforowy, octan amo-
nu, octan litu, octan sodu i lodowaty kwas octowy o czys-
tosci cz.d.a. zakupiono w firmie POCH (Gliwice,
Polska). Zastosowano wodg dejonizowana. Wzorce le-
kéw byly pozyskane z firmy Sigma-Aldrich (St. Louis,

Stany Zjednoczone) oraz polskich zaktadow farmaceu-
tycznych.

Wzigto pod uwagg nastgpujace leki:

— fenotiazyny: chlorpromazyng, promazyng, lewome-
promazyng, perazyng, tiorydazyng, prometazyng;

— trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne: dezypra-
ming, amitryptyling, dokseping, nordokseping, imi-
praming, klomipraming, nortryptyling, opipramol,
noksyptyling, trimipraming.

Wzorce do przechowywania (10 mg/ml™") byty przy-
gotowywane w metanolu i przechowywane w lodowce
(+5°C). Robocze wzorcowe mieszaniny lekow byly przy-
gotowywane przez rozcienczenie roztwor6w metanolo-
wych odpowiednia ilo$cia acetonitrylu, metanolu, elek-
trolitu podstawowego lub rozcienczonego elektrolitu
podstawowego.

2.2. Aparatura i warunki eksperymentalne

Uzyto systemu do elektroforezy kapilarnej termos-
tatowanego powietrzem, model Prince 550 firmy Prince
Technologies (Emmen, Holandia), ze spektrofotometrem
Lambda 1010 firmy Bischoff (Leonberg, Niemcy) jako
detektorem UV-Vis. Warunki pomiarowe byly nastepu-
jace:

— zastosowano niewypetniona kapilar¢ kwarcowa fir-
my Polymicro Technologies (Phoenix, Stany Zjed-
noczone) o $rednicy wewngtrznej 50 um i $rednicy
zewnetrznej 375 pm, o dlugosci 100 cm (66 cm do
detektora);

— probki byty nastrzykiwane sposobem hydrodynamicz-
nym przy zastosowaniu ci$nienia 100 mbar przez 6 s;

— octan amonu w mieszaninie acetonitryl-metanol-lo-
dowaty kwas octowy zostal uzyty jako wyjSciowy
elektrolit podstawowy, ktorego sktad byt zmieniany
podczas badan. Przed uzyciem elektrolit podstawowy
filtrowano za pomoca filtra RC15 0,45 pm firmy
Merck (Darmstadt, Niemcy);

— detekcja lekéw byla prowadzona jako absorpcja
swiatla w zakresie UV przy dlugosci fali 254 nm;

— procedura separacyjna skladata sig¢ z trzech etapow:
1 —przemywanie kapilary elektrolitem podstawowym
(2 min), 2 — nastrzyk probki (6 s), 3 — rozdziat ana-
litbw w elektrolicie separacyjnym pod napigciem
30 kV (prad ok. 9 pA) (ok. 20 min). Miedzy po-
miarami kapilara byla przemywana kolejno: 0,5 M
wodorotlenkiem sodu (2 min), woda (3 min), aceto-
nitrylem (2 min) i elektrolitem podstawowym (3 min).
Nowa kapilara byta kondycjonowana za pomoca

0,5 M wodorotlenku sodu (5 min), wody (5 min), acetoni-
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trylu (5 min) i elektrolitu podstawowego (5 min). Po za-
konczeniu pomiarow kapilarg przeptukiwano woda, me-
tanolem, a nastgpnie przedmuchiwano powietrzem i tak
pozostawiano.

3. Wyniki i ich dyskusja

Warunki rozdziatu zastosowane do analizy skriningo-
wej siedmiu fenotiazyn metoda NACE [6] byty niezado-
walajace w przypadku analizy identyfikacyjnej dwoch
grup: fenotiazyn i trojpierscieniowych lekow przeciwde-
presyjnych. Dlatego metodg tg rozwinigto, a warunki roz-
dzialu badano, zmieniajac trzy czynniki: sktad ilo§ciowy
elektrolitu podstawowego, rodzaj kationu soli obecnej
w elektrolicie oraz rodzaj medium uzytego do rozcien-
czenia standardowych mieszanin lekoéw. Ilosciowy sktad
elektrolitu: 20 mM octan amonu w mieszaninie meta-
nol-acetonitryl-lodowaty kwas octowy (50:49:1, v/v/v)
byt optymalizowany wedtug planow czynnikowych 22
123 przedstawionych na rycinach 1 i 2. Jako glowne kry-
terium optymalizacyjne przyjgto liczbg pikow rozdzielo-
nych do linii bazowej. Z przeprowadzonych ekspery-
mentoéw optymalnym elektrolitem separacyjnym okazat
si¢ 20 mM octan amonu w mieszaninie acetonitrylu i me-
tanolu (1:1, v/v).

Nastgpnie zbadano i poré6wnano wplyw trzech
kationéw (amonowego, litu i sodu) soli octanu na roz-
dziatl analitéw. Najlepsze warunki rozdzialu otrzymano,
stosujac octan amonu w wyzej zoptymalizowanym elek-
trolicie (rycina 3).

W celu wybrania optymalnego medium do rozcien-
czenia wzorcowych mieszanin lekéw testowano acetoni-
tryl, metanol, elektrolit podstawowy i pigé razy rozcien-
czony elektrolit podstawowy. Metanol i acetonitryl oka-
zaly sig najlepszymi mediami z lekka przewaga tego dru-
giego (rycina 4).

Ostatecznie jako optymalne warunki wybrano: elek-
trolit podstawowy — 20 mM octan amonu w mieszaninie
acetonitryl/metanol (1:1, v/v) i acetonitryl jako medium
dla probek.

W warunkach optymalnych przeprowadzono analize
skriningowa czternastu lekow psychotropowych (ryci-
na 5) i na podstawie powtorzonych eksperymentow osza-
cowano gléowne parametry proponowanej metody.
Wzgledne czasy migracji noksyptyliny, dezypraminy,
opipramolu oraz dezypraminy i opipramolu (razem) zos-
taly wyznaczone i podane w tabeli 1. Najlepsza pow-
tarzalno$¢ czas6w migracji stwierdzono w przypadku
dwoch lekow — dezypraminy i opipramolu ($rednia aryt-
metyczna z dwoch wzglednych czaséw migracji) i nieco
gorsza dla obliczanych odno$nie do noksyptyliny (ta-
bela I). Ostatecznie noksyptylina zostala wybrana jako
standard wewnetrzny. Powtarzalno$¢ parametru identyfi-

kacyjnego (MT wzgledem noksyptyliny) pokrywata zakres
od 0,60 dla dezypraminy do 1,16 dla perazyny (% RSD).

4. Podsumowanie

1. Opracowano warunki analizy skriningowej dla czter-
nastu klasycznych lekéw psychotropowych z grupy
fenotiazyn i trojpierscieniowych lekow przeciwde-
presyjnych. Prawie wszystkie leki byly rozdzielone
do linii bazowej i tylko jedna para lekow — tiorydazy-
na i chlorpromazyna — nie zostata catkowicie roz-
dzielona.

2. W najblizszej przysztosci proponowana metoda be-
dzie zastosowana do analizy prob krwi zawierajacych
badane leki.
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