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Abstract

The aim of present study was to develop a sensitive and reliable method of simultaneous determination of desipramine and
nortriptyline in blood by means of high-performance liquid chromatography coupled with a diode array spectrophotometer
(HPLC-DAD). For this purpose, a procedure based on formation of colour derivatives of these drugs with 7,7,8,8-tetra-
cyanoquinodimethane (TCNQ) was proposed. The tested drugs and the internal standard were added to blood samples, and then
they were extracted by the microwave assisted liquid-liquid extraction method. The separated organic layer was evaporated and
was subjected to derivatisation by TCNQ reagent dissolved in acetonitrile. Method validation was performed and the limits of de-
tection (0.03—0.05 pg/ml) and quantitation (0.09-0.18 pg/ml) of both analytes were determined, as were the precision and accu-
racy of their determination at two concentration levels. The worked-out method allows determination of desipramine and

nortriptyline present in blood at therapeutic levels.
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1. Introduction

Although novel drugs, e.g. selective serotonin
reuptake inhibitors (fluoxetine and others), have been
introduced into therapy of depressive diseases, the
tricyclic antidepressant (TCA) drugs are still com-
monly recommended by specialists. Although it is
known that these drugs have a broad spectrum of side
effects and high toxicity, their therapeutic efficiency,
confirmed by many years of experience, means that
they are still widely used. Thus, there is still a need to
develop analytical methods offering the possibility of
effective detection and determination of TCA drugs,

especially in biological material, which is the most
common object of toxicological examinations for fo-
rensic purposes. Because of the specific nature of the
samples, separation methods like gas chromatogra-
phy [5], capillary electrophoresis [1, 3] and high-per-
formance liquid chromatography [4] are particularly
recommended.

In the literature, procedures of analytical examina-
tion of TCA drugs with use of 7,7,8,8-tetracyano-
quinodimethane (TCNQ) dissolved in acetonitrile as
a derivatisation agent are known. This compound was
applied in determination of nortriptyline and desi-
pramine, drugs containing a secondary nitrogen atom
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in their chemical structure, by means of UV-VIS spec-
trometric methods [6] and chromatographic meth-
ods [7]. The mechanism of formation of the appro-
priate derivatives by secondary amines was described
in detail by Hertler et al. [2] and his idea is shown in
Figure 1. In the presence of TCNQ excess, only the
first stage of the reaction takes place, which results in
products showing strong absorption at 567 nm. The
second stage of the reaction according to the suggested
mechanism occurs only in the presence of a great ex-
cess of secondary amine.
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Fig. 1. The mechanism of the derivatisation reaction of sec-
ondary amines with TCNQ.

A. Oztunz et al. presented a method of detection of
several TCA drugs in serum, including desipramine,
nortriptyline, paroxetine, fluoxetine and maprotiline,
by derivatisation of extracted analytes using TCNQ [7].
Liquid-liquid extraction into a hexane-ethyl acetate
(1:1, v/v) mixture was applied for separation of ana-
lytes from the biological matrix. After extraction, the
supernatant was additionally dried with anhydrous
Na,S0O, and evaporated in a nitrogen stream. Then, the
dry residue was reconstituted in a solution of TCNQ in
acetonitrile and incubated at 80°C for 20 min. The ob-
tained navy-blue derivatives were subjected to analy-
sis by means of HPLC, thin-layer chromatography
(TLC) and high-performance thin-layer chromatogra-
phy (HPTLC). In the HPLC method, the examined
compounds were separated with use of a C18 column
(250 x 4 mm) and elution was performed at room tem-
perature using water-acetonitrile (40:60, v/v) mixture.
The elution time of nortryptyline was about 30 min.
However, in the cited paper, a quantitative method was
not developed and the limit of determination of tested
drugs was not accurately determined.

In the presented paper, the above-described
method [7] was modified and adapted to the analysis
of blood sample spiked with nortryptyline and desi-
pramine.

2. Material and methods
2.1. Reagents

In the study, the following standards and reagents
were used: nordoxepine hydrochloride (Nord), desi-
pramine hydrochloride (Des), nortryptyline hydrochlo-
ride (Nort) (= 98%, Sigma, United States), acetonitrile
(HPLC gradient grade purity, Merck, Germany),
7,7,8,8-tetracyanoquinodimethane (> 98%, Fluka, Ger-
many), concentrated phosphoric acid (V) (analytical
purity grade, POCh, Poland), diethylamine (= 99.5%,
Aldrich, Germany), iso-amyl alcohol (analytical purity
grade, Hempur, Poland) and methanol (HPLC gradient
grade purity, Merck, Germany). All aqueous solutions
were prepared with use of water purified by the reverse
0smosis process.

2.2. Material

The studied material was blood samples spiked by
standards of drugs — desipramine and nortryptyline —
in methanol, which were suitably dissolved in water.
Nordoxepine, at a constant concentration of 0.5 pg/ml,
was applied as an internal standard. The blood for
studies was purchased in the blood donation centre in
Krakow and was stored frozen at —20°C until sample
preparation for studies.

2.3. Sample preparation for analysis

In order to separate analytes from the biological
matrix, the microwave assisted liquid-liquid extrac-
tion method was applied. For this purpose, 1 ml of
blood spiked with the tested drugs and IS was placed in
a Teflon 100 ml extraction vessel. Then, the Teflon
vessels were placed in an ultrasound bath for about
15 min in order to ensure homogenous distribution of
analytes in the sample. In the next step, the samples
were alkalised by 3 ml of 0.6 M NaOH solution, and
5 ml of extraction solvent — a mixture of n-hexane and
iso-amyl alcohol (99:1, v/v) — was added. Tightly-clo-
sed Teflon vessels were placed in a MarsX microwave
oven (CEM, United States) and were subjected to mi-
crowave assisted extraction according to the following
temperature program: increase to 60°C (¢ = 2 min),
maintaining the temperature at 60°C (¢ = 1 min) and
cooling of extraction vessels to room temperature
(about 30 min).

Then, the samples together with extraction solvent
were quantitatively poured into glass vials, and the
Teflon vessels were additionally rinsed by two 0.5 ml
portions of extraction solvent. In order to separate the
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phases completely, the solutions were centrifuged
(10 min, 4500 rpm). 5 ml of organic layer was col-
lected and poured into Eppendorf-type tubes. Then, it
was vaporised to dryness in a stream of nitrogen at
45°C.

The dry residue was subjected to derivatisation.
For this purpose, it was dissolved in 75 pl of 0.2 mg/ml
TCNQ solution in acetonitrile. The tightly-closed
tubes were placed in a heating block at 80°C for
30 min. The colour of the derivatives obtained in the
derivatisation process changed depending on the con-
centration, from light to dark blue.

2.4. Instruments

A LaChrom liquid chromatograph (Merck,
Germiany) coupled to an L-7455 spectrophotometric
detector (Merck, Germany) with diode-array matrix
was used in the study. Separation was performed using
a Spheri-5 column (C18, 100 x 4.6 mm, Perkin-Elmer,
United States). 10 pl of sample was introduced each
time onto the column and the analytes were eluted
isocratically with a mixture of diluted solution of
phosphoric (V) acid with addition of 1% (v/v)
diethylamine at pH 2.3 and acetonitrile, mixed in the
volumetric proportion of 40:60 (v/v). Detection of
analytes was performed at 567 nm. The analysis time
of a single sample amounted to 10 min.

3. Results and discussion

Nucleophilic substitution of TCNQ with secondary
amines at elevated temperature is selective and only
substances containing a secondary nitrogen atom in
their structure and some primary amines undergo this
reaction. This practically excludes interference from
components of serum and the majority of drugs and
their metabolites (that is primary amines, aminoacids
and even some secondary amines [7]), because these
compounds do not form a product showing absorption
at 567 nm, but only, at most, complexes with a charge
transfer of characteristic bands at 743 and 840 nm.

The performed experiments confirmed that compo-
nents of whole blood do not cause the appearance of
interfering peaks in chromatograms. The chromato-
grams of the blank sample (blood spiked only with in-
ternal standard) and the tested drugs (desipramine and
nortryptyline) analysed at two blood concentration
levels, 0.2 and 0.8 pg/ml, are shown in Figure 2. As is
seen, peaks originating from the biological matrix oc-
cur only up to about 2 min, and their number is low.
This situation is different from the results of analysis
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Fig. 2. Chromatograms obtained by the analysis of blood
samples spiked with nordoxepine (IS) as internal standard
and containing desipramine (Des) and nortriptyline (Nort) at
concentrations of 0.0, 0.2 and 0.8 pg/ml.

of serum samples [7], where numerous peaks coming
from the relatively simpler matrix are seen up to about
8 min. This situation should be linked mainly to the ap-
plication of different extraction processes of analytes
and different chromatographic systems.

In the course of the systematic studies, the valida-
tion parameters of the worked-out method were deter-
mined, including linearity, limit of determination and
quantitation, precision, accuracy and the repeatability
of relative retention time. Results are presented in Ta-
ble I.

Calibration was performed with the use of a linear
model of the relationship between the analytical sig-
nals (the ratio of the peak heights of analyte and IS) us-
ing 10 standard samples. The values of the limit of
determination (LOD) and quantitation (LOQ) for desi-
pramine and nortryptyline determination in blood
were calculated. For this purpose, the equations
LOD =3 SD/S and LOQ = 10 SD/S were used, where
SD denotes the standard deviation of the analytical
signal measured for a sample of concentration
0.2 pg/ml (n = 5), and S — slope of the calibration
curve. The obtained values of LOD allow detection of
both tested drugs in blood at therapeutic levels, which,
according to the literature [8] are 0.05—0.684 pg/ml for
desipramine and 0.05-0.375 for nortryptyline. Con-
currently, because of the relatively broad range of lin-
earity of the method (from ca. 0.2 to 2.0 pg/ml), it is
possible to determine the tested drugs in blood in view
of intoxications, when the concentration of each of the
above-mentioned drugs in blood is usually higher than
0.5 ng/ml [8].
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TABLE I. VALIDATION PARAMETERS FOR DETERMINATION OF DESIPRAMINE AND NORTRIPTYLINE

Parameter Desipramine Nortriptyline
Internal standard, IS Nordoxepine Nordoxepine
Linearity range, pg/ml (n = 10) 0.1-2.0 0.18-2.0
Calibration curve equation y=233xx-0.014 y=2.01xx+0.014
Coefficient of determination, R* 0.9996 0.9999
LOD, pg/ml 0.03 0.05
LOQ, pg/ml 0.09 0.18
RSD% (0.2 pg/ml, n = 5, in single series) 4.81 10.01
RSD% (0.8 pg/ml, n =5, in single series) 2.86 2.80
The accuracy and precision of the worked-out % 104
method were tested at two concentration levels: &

0.2 and 0.8 pg/ml. For this purpose, 5 blood samples
spiked with investigated drugs and IS, for both tested
concentration levels, were prepared and then the sam-
ples were analysed. The results of accuracy examina-
tion for both analytes (measured as the relative error of
measurement RE%) and repeatability of the method
(measured as the standard deviation RSD%) were sat-
isfactory, taking into account that biological material
was analysed.

For identification of the tested analytes, their rela-
tive retention time calculated in relation to the time of
IS can be used, especially when taking into account
that in the examined chromatographic system their re-
peatability was very good (ca. 0.20% RSD). In the
worked-out method, in the case of doubt, analysis of
spectra of their derivatives with TCNQ (for concentra-
tions higher than LOQ) can also be applied to identifi-
cation of analytes. The normalised UV spectra ob-
tained by means of a spectrophotometric detector with
diode-array matrix for the derivatives of tested drugs
obtained in the derivatisation process are shown in
Figure 3. The spectrum of TCNQ, excess of which is
eluted at ca. 1.8 min, is also shown in the figure. Lack
of presence of the peak coming from the derivatisation
agent should be explained by the fact that this com-
pound does not absorb light at 567 nm.

4. Summary

The performed studies confirmed the possibility of
use of the derivatisation process for the determination
of desipramine and nortryptyline in blood by forma-
tion of colour derivatives with TCNQ and further anal-
ysis by means of HPLC-DAD. An innovative, micro-
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Fig. 3. UV spectra of derivatives of desipramine (Des),
nortriptyline (Nort) and nordoxepine (Nord) with TCNQ
and also the solution of the derivatisation reagent (TCNQ).
The spectra were recorded at maxima of chromatographic
peaks coming from mentioned substances.

wave assisted extraction technique, was applied to
sample preparation for analysis. Thus, an original ana-
lytical method, which is sensitive only to substances
containing a secondary nitrogen atom in their struc-
ture, was developed. It combines an efficient tech-
nique for isolation of analytes from the biological
matrix with a derivatisation process which is selective
for these compounds. In the near future, a broadening
of the examined group of drugs is planned in order to
include other psychotropic drugs with a secondary ni-
trogen atom in their structure, e.g. fluoxetine. To the
best of the authors’ knowledge, the described method
is the first quantitative method that allows simulta-
neous chromatographic determination of nortryptyline
and desipramine in blood with the use of derivatisation
of these substances by TCNQ reagent and the applica-
tion of an IS. It should be emphasised that the valida-
tion parameters of the method allow its application to
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detection and determination of the tested drugs in
blood at therapeutic levels. Additionally, when com-
paring the method and obtained results with literature
data [7], a shortening of analysis time to only 10 min
and also — due to the application of the microwave as-
sisted liquid-liquid extraction method — much cleaner
extracts can be observed.
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OZNACZANIE DEZYPRAMINY I NORTRYPTYLINY WE KRWI METODA
HPLC-DAD Z ZASTOSOWANIEM 7,7,8,8-TETRACJANOCHINODIMETANU
(TCNQ) JAKO ODCZYNNIKA DERYWATYZUJACEGO

1. Wstep

Mimo wprowadzania do terapii chorob depresyjnych
nowych lekow, np. nalezacych do grupy selektywnych
inhibitoréw wychwytu zwrotnego serotoniny (fluoksety-
ny i innych), trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne
(TCAD) nadal sa powszechnie zalecane przez specjalis-
tow. Choc¢ znane jest szerokie spektrum efektow ubocz-
nych i duza toksyczno$¢ tych lekow, to o ich popular-
no$ci decyduje potwierdzona wieloletnim stosowaniem
skuteczno$¢ terapeutyczna. W tej sytuacji nadal istnieje
potrzeba rozwoju metod analitycznych oferujacych moz-
liwosci efektywnego wykrywania i oznaczania lekow
TCAD, w szczegdlnosci w materiale biologicznym, ktory
najczesciej jest obiektem badan toksykologiczno-sado-
wych. Ze wzgledu na charakterystyke probek do analiz
polecane sa szczeg6lnie metody separacyjne, w szczegol-
nosci chromatografia gazowa [5], elektroforeza kapilar-
na [1, 3] i wysokosprawna chromatografia cieczowa [4].
W literaturze znane sa procedury analitycznego badania
lekow TCAD z wykorzystaniem acetonitrylowego roz-
tworu 7,7,8,8-tetracjanochinodimetanu (TCNQ) jako od-
czynnika derywatyzujacego. Zwiazek ten stosowano do
oznaczania nortryptyliny i dezypraminy (czyli lekow za-
wierajacych w swojej chemicznej strukturze drugorzg-
dowy atom azotu) metodami spektrometrii UV-VIS [6]
oraz metodami chromatograficznymi [7]. Mechanizm
tworzenia odpowiednich pochodnych przez drugorzedo-
we aminy opisano szczegotowo w pracy Hertlera i in. [2],
a jego ideg¢ pokazano na rycinie 1. W obecnos$ci nadmiaru
TCNQ zachodzi tylko pierwszy etap reakcji, dajac w re-
zultacie produkty wykazujace silna absorpcj¢ przy
567 nm. Drugi etap reakcji wedlug zaproponowanego
mechanizmu zachodzi tylko w obecnosci duzego nad-
miaru drugorz¢dowej aminy.

A. Oztunz i in. zaproponowali metode wykrywania
kilku lekéw TCAD, m.in. dezypraminy, nortryptyliny,
paroksetyny, fluoksetyny i maprotyliny) w osoczu po-
przez derywatyzacjg wyekstrahowanych analitow za po-
moca TCNQ [6]. Do wyosabniania analitow z matrycy
biologicznej zastosowali ekstrakcjg ciecz-ciecz do mie-
szaniny heksan-octan etylu (1:1, v/v). Po ekstrakcji su-
pernatant byt dodatkowo osuszany bezwodnym Na,SOy,
odparowywany w strumieniu azotu, sucha pozostatos$¢
byla rekonstytuowana w acetonitrylowym roztworze
TCNQ, a nastepnie inkubowana w temperaturze 80°C
przez 20 min. Otrzymane pochodne barwy granatowej
poddawano analizie metodami HPLC, chromatografii

cienkowarstwowej (TLC) i wysokosprawnej chromato-
grafii cienkowarstwowej (HPTLC). W przypadku me-
tody HPLC badane zwiazki rozdzielano przy uzyciu ko-
lumny C18 (250 x 4 mm), eluujac anality w temperaturze
pokojowej mieszaning wody i acetonitrylu (40:60, v/v).
Czas elucji nortryptyliny wynosit ok. 30 min. W cyto-
wanej pracy nie opracowano jednak metody ilo§ciowe;j
i nie wyznaczono doktadnie granicy wykrywalnos$ci ba-
danych lekow.

W niniejszej pracy dokonano modyfikacji przedsta-
wionej powyzej metody [7], adaptujac ja do analizy pro-
bek krwi dotowanej nortryptylina i dezypramina.

2. Materialy i metody
2.1. Odczynniki

W badaniach zastosowano nastgpujace wzorce i od-
czynniki: chlorowodorek nordoksepiny (Nord), chloro-
wodorek dezypraminy (Des), chlorowodorek nortrypty-
liny (Nort) (= 98%, Sigma, Stany Zjednoczone), acetoni-
tryl (cz. do chromatografii gradientowej, Merck, Niem-
cy), 7,7,8,8-tetracjanochinodimetan (> 98%, Fluka, Niem-
cy), stezony kwas fosforowy (V) (cz.d.a. POCh, Polska),
dietyloamina (> 99,5%, Aldrich, Niemcy), alkohol izoa-
mylowy (cz.d.a. Hempur, Polska) oraz metanol (cz. do
chromatografii gradientowej, Merck, Niemcy). Wszyst-
kie wodne roztwory sporzadzano przy uzyciu wody
oczyszczonej w procesie odwrotnej 0smozy.

2.2. Materiat

Materiat do badan stanowity probki krwi dotowane
odpowiednio rozcienczonymi woda metanolowymi stan-
dardami lekow: dezypraminy i nortryptyliny. Jako stan-
dard wewngtrzny (IS) zastosowano nordokseping w sta-
tym st¢zeniu 0,5 pg/ml. Krew do badan zakupiono w sta-
cji krwiodawstwa w Krakowie i przechowywano zamro-
zong w temperaturze —20°C do momentu przygotowania
probek do badan.

2.3. Przygotowanie probki do analizy

W celu wyosobnienia analitéw z matrycy biologicz-
nej zastosowano ekstrakcje w uktadzie ciecz-ciecz wspo-
magang promieniowaniem mikrofalowym. W tym celu
do teflonowych naczyn ekstrakcyjnych (o objgtosci
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100 ml) wprowadzano po 1 ml krwi dotowanej badanymi
lekami oraz IS. Nastgpnie naczynia teflonowe umiesz-
czano w tazni ultradzwigkowej na ok. 15 min celem za-
pewnienia homogenicznego rozmieszczenia analitow
w probee. W kolejnym etapie probki alkalizowano za po-
moca 3 ml 0,6 M roztworu NaOH oraz dodawano 5 ml
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego — mieszaniny n-heksanu
z alkoholem izoamylowym (99:1, v/v). Szczelnie zam-
knigte naczynia teflonowe umieszczano w piecu mikrofa-
lowym MarsX (CEM, Stany Zjednoczone) i poddawano
procesowi ekstrakcji wspomaganej mikrofalami wedtug
planu temperaturowego: przyrost do temperatury 60°C
(t = 2 min), utrzymanie temperatury 60°C (¢ = 1 min)
i ochtodzenie naczyn ekstrakcyjnych do temperatury po-
kojowej (ok. 30 min). Nastgpnie probki wraz z rozpusz-
czalnikiem ekstrakcyjnym przenoszono ilosciowo do
szklanych fiolek, przeptukujac dodatkowo teflonowe na-
czynia dwoma porcjami rozpuszczalnika ekstrakcyjnego
(po 0,5 ml). Roztwory odwirowywano (10 min,
4500 obr./min) celem catkowitego rozdzielenia faz, po
czym pobierano 5 ml fazy organicznej, przenoszono ja do
probowek typu Eppendorfa i odparowywano do sucha
w strumieniu azotu w temperaturze 45°C.

Sucha pozostalos¢ poddawano procesowi derywaty-
zacji. W tym celu rozpuszczano ja w 75 pl acetonitry-
lowego roztworu TCNQ o stezeniu 0,2 mg/ml. Szczelnie
zamknigte probowki umieszczano w bloku grzejnym
o temperaturze 80°C na 30 min. Uzyskane w procesie de-
rywatyzacji pochodne mialy w zaleznoéci od st¢zenia
barwg od jasno- do ciemnoniebieskiej.

2.4. Aparatura

W badaniach wykorzystano chromatograf cieczowy
LaChrom (Merck, Niemcy) sprz¢zony z detektorem spek-
trofotometrycznym z matryca diodowa L-7455 (Merck,
Niemcy). Rozdziat prowadzono za pomoca kolumny
Spheri-5 (C18, 100 x 4,6 mm, Perkin-Elmer, Stany Zjed-
noczone). Do kolumny wprowadzano kazdorazowo 10 pl
probki, a anality eluowano izokratycznie mieszaning roz-
tworu rozcienczonego kwasu fosforowego(V) z dodat-
kiem 1% (v/v) dietyloaminy o pH = 2,3 i acetonitrylu
zmieszanych w stosunku objgtosciowym 40:60 (v/v). De-
tekcje analitow prowadzono przy dtugosei fali 567 nm.
Czas analizy pojedynczej probki wynosit 10 minut.

3. Wyniki i dyskusja

Reakcja substytucji nukleofilowej TCNQ z drugo-
rzgdowymi aminami w podniesionej temperaturze jest se-
lektywna i ulegaja jej jedynie substancje zawierajace
w swej strukturze chemicznej drugorzgdowy atom azotu
oraz tylko nieliczne aminy pierwszorzgdowe. Wyklucza
to praktycznie interferencje ze sktadnikami osocza, a tak-

ze ze znaczng liczba lekow 1 ich metabolitow (czyli m.in.
z aminami pierwszorzgdowymi, aminokwasami i nawet
niektérymi aminami drugorzgdowymi [7]), zwiazki te
bowiem nie tworza produktu wykazujacego absorpcje
przy 567 nm, a jedynie co najwyzej kompleksy z prze-
niesieniem tadunku o charakterystycznych pasmach przy
743 1 840 nm.

Przeprowadzone eksperymenty potwierdzity, ze row-
niez sktadniki pelnej krwi nie powoduja pojawiania sig
na chromatogramach interferujacych pikow. Na rycinie 2
przedstawiono chromatogramy $lepej proby (probki krwi
dotowanej jedynie standardem wewngtrznym) i bada-
nych lekow (dezypraminy i nortryptyliny) analizowa-
nych przy dwoch poziomach stgzen we krwi: 0,2
10,8 pg/ml. Jak widaé, piki pochodzace od matrycy bio-
logicznej wystepuja jedynie do ok. 2 minuty, a ich liczba
jest niewielka. Jest to sytuacja odmienna od wynikow
analizy probek osocza [7], gdzie liczne piki pochodzace
od stosunkowo prostszej matrycy widoczne sa do ok.
8 minuty. Sytuacje¢ te¢ nalezy wigza¢ przede wszystkim
z zastosowaniem odmiennego procesu ekstrakcji ana-
litbw oraz innego uktadu chromatograficznego.

W toku systematycznych badan wyznaczono para-
metry walidacyjne opracowanej metody analitycznej: li-
niowos¢, granicg wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci, pre-
cyzje 1 doktadno$é oraz powtarzalno$¢ wzglednego czasu
retencji. Wyniki te zebrano w tabeli I.

Kalibracjg¢ przeprowadzono, wykorzystujac liniowy
model zaleznosci pomigdzy sygnalem analitycznym (sto-
sunkiem wysokosci piku pochodzacego do analitu do
piku IS) z wykorzystaniem 10 probek wzorcowych. Ob-
liczono warto$¢ granicy wykrywalnosci (LOD) i ozna-
czalnosci (LOQ) dla oznaczania nortryptyliny i dezy-
praminy we krwi. W tym celu wykorzystano rownania
LOD =3 SD/S oraz LOQ = 10 SD/S, gdzie SD oznacza
odchylenie standardowe pomiaru sygnalu analitycznego
zmierzonego dla probki o stgzeniu 0,2 pg/ml (n = 5),
a S — nachylenie krzywej kalibracyjnej. Uzyskane wart-
oéci LOD pozwalaja na wykrycie obu badanych lekow
we krwi na poziomach terapeutycznych, ktore wedtug da-
nych zawartych w literaturze wynosza 0,05-0,684 pg/ml
dla dezypraminy i 0,05—0,375 dla nortryptyliny [8]. ROw-
noczesnie ze wzgledu na stosunkowo szeroki zakres li-
niowosci metody (od ok. 0,2 do 2,0 pg/ml), mozliwe jest
oznaczenie badanych lekow we krwi analizowanej pod
katem zatru¢, kiedy to st¢zenie kazdego z ww. lekéw we
krwi zazwyczaj przewyzsza 0,5 pg/ml [8].

Doktadno$¢ i precyzje opracowanej metody anali-
tycznej zbadano przy dwoch poziomach stgzen: 0,2
10,8 ug/ml. W tym celu sporzadzono po 5 probek krwi
dotowanej badanymi lekami i IS dla obu badanych pozio-
mow stgzen, a nastgpnie probki poddano analizie. Wyniki
badania doktadno$ci oznaczenia obu analitéw (mierzone
wzglednym btedem pomiaru RE%) i powtarzalnosci me-
tody (mierzonej wzglednym odchyleniem standardowym
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RSD%) byty zadawalajace, biorac pod uwagg, ze analizo-
wano materiat biologiczny.

Do identyfikacji badanych analitow postuzy¢ moze
ich wzgledny czas retencji liczony wzglgdem czasu IS,
zwlaszcza ze w badanym uktadzie chromatograficznym
jego powtarzalno$¢ byla bardzo dobra (wynosita ok.
0,20% RSD). W ramach opracowanej metody, w przy-
padku watpliwosci, do identyfikacji analitéw moze by¢
roOwniez zastosowana analiza widm ich pochodnych
z TCNQ (dla stgzen przekraczajacych LOQ). Znormali-
zowane widma UV otrzymane za pomoca detektora spek-
trofotometrycznego z matryca diodowa dla pochodnych
badanych lekéw otrzymanych w procesie derywatyzacji
przedstawiono na rycinie 3. Na rycinie tej pokazano row-
niez widmo TCNQ), ktoérego nadmiar eluowany jest przy
ok. 1,8 min. Brak obecnosci na chromatogramach piku
pochodzacego od odczynnika derywatyzujacego nalezy
tltumaczy¢ nieabsorbowaniem $wiatta przez ten zwiazek
przy 567 nm.

4. Podsumowanie

Przeprowadzone badania potwierdzity mozliwo$¢ za-
stosowania procesu derywatyzacji do oznaczania dezy-
praminy i nortryptyliny we krwi poprzez tworzenie ich
barwnych pochodnych z TCNQ i dalsza analiz¢ metoda
HPLC-DAD. Na etapie przygotowania probek do analizy
zastosowano nowatorska technike ekstrakcji wspomaga-
nej promieniowaniem mikrofalowym. Tym samym opra-
cowano oryginalna metodg analityczna, czula jedynie na
substancje majace w swojej strukturze drugorzedowy
atom azotu, taczaca w sobie wydajna technike izolacji
analitow z matrycy biologicznej z procesem derywaty-
zacji selektywnym wzgledem tych zwiazkow. W najbliz-
szym czasie planuje si¢ rozszerzenie badanej grupy le-
kéw o inne leki psychotropowe majace w swojej struktu-
rze drugorzgdowy atom azotu, np. fluoksetyneg.

Wedtug wiedzy autoréw, opisana metoda jest pierw-
sza metoda iloSciowa pozwalajaca na jednoczesne chro-
matograficzne oznaczenie nortryptyliny i dezypraminy
we krwi z wykorzystaniem procesu derywatyzacji tych
substancji odczynnikiem TCNQ oraz z zastosowa-
niem IS. Podkresli¢ nalezy, iz parametry walidacyjne me-
tody pozwalaja na uzycie jej do wykrywania i oznaczania
badanych lekoéw we krwi w st¢zeniach terapeutycznych.
Dodatkowo, poréwnujac uzyskane wyniki z danymi za-
wartymi w literaturze [7], mozna zauwazy¢ skrocenie
czasu analizy do zaledwie 10 min, a takze, dzigki zastoso-
waniu metody ekstrakcji ciecz-ciecz wspomaganej mi-
krofalami, otrzymanie znacznie czystszych ekstraktow.
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