
1. In tro duc tion

Al though novel drugs, e.g. se lec tive se ro to nin
reuptake in hib i tors (fluoxetine and oth ers), have been
in tro duced into ther apy of de pres sive dis eases, the
tricyclic an ti de pres sant (TCA) drugs are still com -
monly rec om mended by spe cial ists. Al though it is
known that these drugs have a broad spec trum of side
ef fects and high tox ic ity, their ther a peu tic ef fi ciency,
con firmed by many years of ex pe ri ence, means that
they are still widely used. Thus, there is still a need to
de velop an a lyt i cal meth ods of fer ing the pos si bil ity of
ef fec tive de tec tion and de ter mi na tion of TCA drugs,

es pe cially in bi o log i cal ma te rial, which is the most
com mon ob ject of tox i co log i cal ex am i na tions for fo -
ren sic pur poses. Be cause of the spe cific na ture of the
sam ples, sep a ra tion meth ods like gas chro ma tog ra -
phy [5], cap il lary elec tro pho re sis [1, 3] and high-per -
for mance liq uid chro ma tog ra phy [4] are par tic u larly
rec om mended. 

In the lit er a ture, pro ce dures of an a lyt i cal ex am i na -
tion of TCA drugs with use of 7,7,8,8-tetra cyano -
quinodimethane (TCNQ) dis solved in acetonitrile as
a derivatisation agent are known. This com pound was
ap plied in de ter mi na tion of nortriptyline and desi -
pramine, drugs con tain ing a sec ond ary ni tro gen atom
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in their chem i cal struc ture, by means of UV-VIS spec -
tro met ric meth ods [6] and chro mato graphic meth -
ods [7]. The mech a nism of for ma tion of the appro -
priate de riv a tives by sec ond ary amines was de scribed
in de tail by Hertler et al. [2] and his idea is shown in
Fig ure 1. In the pres ence of TCNQ ex cess, only the
first stage of the re ac tion takes place, which re sults in
prod ucts show ing strong ab sorp tion at 567 nm. The
sec ond stage of the re ac tion ac cord ing to the sug gested 
mech a nism oc curs only in the pres ence of a great ex -
cess of sec ond ary amine. 

A. Oztunz et al. pre sented a method of de tec tion of
sev eral TCA drugs in se rum, in clud ing desipramine,
nortriptyline, paroxetine, fluoxetine and maprotiline,
by derivatisation of ex tracted analytes us ing TCNQ [7].
Liq uid-liq uid ex trac tion into a hex ane-ethyl ac e tate
(1:1, v/v) mix ture was ap plied for sep a ra tion of ana -
lytes from the bi o log i cal ma trix. Af ter ex trac tion, the
supernatant was ad di tion ally dried with an hy drous
Na2SO4 and evap o rated in a ni tro gen stream. Then, the
dry res i due was re con sti tuted in a so lu tion of TCNQ in
acetonitrile and in cu bated at 80oC for 20 min. The ob -
tained navy-blue de riv a tives were sub jected to anal y -
sis by means of HPLC, thin-layer chro ma tog ra phy
(TLC) and high-per for mance thin-layer chro ma tog ra -
phy (HPTLC). In the HPLC method, the ex am ined
com pounds were sep a rated with use of a C18 col umn
(250 ´ 4 mm) and elu tion was per formed at room tem -
per a ture us ing wa ter-acetonitrile (40:60, v/v) mix ture.
The elu tion time of nortryptyline was about 30 min.
How ever, in the cited pa per, a quan ti ta tive method was 
not de vel oped and the limit of de ter mi na tion of tested
drugs was not ac cu rately de ter mined. 

In the pre sented pa per, the above-de scribed
method [7] was mod i fied and adapted  to the anal y sis
of blood sam ple spiked with nortryptyline and desi -
pramine.

2. Ma te rial and meth ods

2.1. Re agents

In the study, the fol low ing stan dards and re agents
were used: nordoxepine hy dro chlo ride (Nord), desi -
pramine hy dro chlo ride (Des), nortryptyline hy dro chlo -
ride (Nort) (³ 98%, Sigma, United States), acetonitrile
(HPLC gra di ent grade pu rity, Merck, Ger many),
7,7,8,8-tetracyanoquinodimethane (³ 98%, Fluka, Ger -
ma ny), con cen trated phos pho ric acid (V) (an a lyt i cal
pu rity grade, POCh, Po land), diethylamine (³ 99.5%,
Aldrich, Ger many), iso-amyl al co hol (an a lyt i cal pu rity 
grade, Hempur, Po land) and meth a nol (HPLC gra di ent 
grade pu rity, Merck, Ger many). All aque ous so lu tions
were pre pared with use of wa ter pu ri fied by the re verse 
os mo sis pro cess. 

2.2. Ma te rial

The stud ied ma te rial was blood sam ples spiked by
stan dards of drugs – desipramine and nortryptyline –
in meth a nol, which were suit ably dis solved in wa ter.
Nordoxepine, at a con stant con cen tra tion of 0.5 mg/ml, 
was ap plied as an in ter nal stan dard. The blood for
stud ies was pur chased in the blood do na tion cen tre in
Krakow and was stored frozen at –20oC un til sam ple
prep a ra tion for stud ies. 

2.3. Sam ple prep a ra tion for anal y sis

In or der to sep a rate analytes from the bi o log i cal
ma trix, the mi cro wave as sisted liq uid-liq uid ex trac -
tion method was ap plied. For this pur pose, 1 ml of
blood spiked with the tested drugs and IS was placed in 
a Tef lon 100 ml ex trac tion ves sel. Then, the Tef lon
ves sels were placed in an ul tra sound bath for about
15 min in or der to en sure ho mog e nous dis tri bu tion of
analytes in the sam ple. In the next step, the sam ples
were al ka lised by 3 ml of 0.6 M NaOH so lu tion, and
5 ml of ex trac tion sol vent – a mix ture of n-hex ane and
iso-amyl al co hol (99:1, v/v) – was added. Tightly-clo -
sed Tef lon ves sels were placed in a MarsX mi cro wave
oven (CEM, United States) and were sub jected to mi -
cro wave as sisted ex trac tion ac cord ing to the fol low ing 
tem per a ture pro gram: in crease to 60oC (t = 2 min),
main tain ing the tem per a ture at 60oC (t = 1 min) and
cool ing of ex trac tion ves sels to room tem per a ture
(about 30 min). 

Then, the sam ples to gether with ex trac tion sol vent
were quan ti ta tively poured into glass vi als, and the
Tef lon ves sels were ad di tion ally rinsed by two 0.5 ml
por tions of ex trac tion sol vent. In or der to sep a rate the
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Fig. 1. The mech a nism of the derivatisation re ac tion of sec -
ond ary amines with TCNQ.



phases com pletely, the so lu tions were cen tri fuged
(10 min, 4500 rpm). 5 ml of or ganic layer was col -
lected and poured into Eppendorf-type tubes. Then, it
was va por ised to dry ness in a stream of ni tro gen at
45oC. 

The dry res i due was sub jected to derivatisation.
For this pur pose, it was dis solved in 75 ml of 0.2 mg/ml 
TCNQ so lu tion in acetonitrile. The tightly-closed
tubes were placed in a heat ing block at 80oC for
30 min. The col our of the de riv a tives ob tained in the
derivatisation pro cess changed de pend ing on the con -
cen tra tion, from light to dark blue. 

2.4. In stru ments

A LaChrom liq uid chromatograph (Merck,
Germiany) cou pled to an L-7455 spec tro pho to met ric
de tec tor (Merck, Ger many) with di ode-ar ray ma trix
was used in the study. Sep a ra tion was per formed us ing 
a Spheri-5 col umn (C18, 100 ́  4.6 mm, Perkin-Elmer,
United States). 10 ml of sam ple was in tro duced each
time onto the col umn and the analytes were eluted
isocratically with a mix ture of di luted so lu tion of
phos pho ric (V) acid with ad di tion of 1% (v/v)
diethylamine at pH 2.3 and acetonitrile, mixed in the
vol u met ric pro por tion of 40:60 (v/v). De tec tion of
analytes was per formed at 567 nm. The anal y sis time
of a sin gle sam ple amounted to 10 min.

3. Re sults and dis cus sion

Nucleophilic sub sti tu tion of TCNQ with sec ond ary 
amines at el e vated tem per a ture is se lec tive and only
sub stances con tain ing a sec ond ary ni tro gen atom in
their struc ture and some pri mary amines un dergo this
re ac tion. This prac ti cally ex cludes in ter fer ence from
com po nents of se rum and the ma jor ity of drugs and
their me tab o lites (that is pri mary amines, aminoacids
and even some sec ond ary amines [7]), be cause these
com pounds do not form a prod uct show ing ab sorp tion
at 567 nm, but only, at most, com plexes with a charge
trans fer of char ac ter is tic bands at 743 and 840 nm. 

The per formed ex per i ments con firmed that com po -
nents of whole blood do not cause the ap pear ance of
in ter fer ing peaks in chromatograms. The chroma to -
grams of the blank sam ple (blood spiked only with in -
ter nal stan dard) and the tested drugs (desipramine and
nortryptyline) ana lysed at two blood con cen tra tion
lev els, 0.2 and 0.8 mg/ml, are shown in Fig ure 2. As is
seen, peaks orig i nat ing from the bi o log i cal ma trix oc -
cur only up to about 2 min, and their num ber is low.
This sit u a tion is dif fer ent from the re sults of anal y sis

of se rum sam ples [7], where nu mer ous peaks com ing
from the rel a tively sim pler ma trix are seen up to about
8 min. This sit u a tion should be linked mainly to the ap -
pli ca tion of dif fer ent ex trac tion pro cesses of analytes
and dif fer ent chro mato graphic sys tems.  

In the course of the sys tem atic stud ies, the val i da -
tion pa ram e ters of the worked-out method were de ter -
mined, in clud ing lin ear ity, limit of de ter mi na tion and
quantitation, pre ci sion, ac cu racy and the re peat abil ity
of rel a tive re ten tion time. Re sults are pre sented in Ta -
ble I. 

Cal i bra tion was per formed with the use of a lin ear
model of the re la tion ship be tween the an a lyt i cal sig -
nals (the ra tio of the peak heights of analyte and IS) us -
ing 10 stan dard sam ples. The val ues of the limit of
de ter mi na tion (LOD) and quantitation (LOQ) for desi -
pramine and nortryptyline de ter mi na tion in blood
were cal cu lated. For this pur pose, the equa tions
LOD = 3 SD/S and LOQ = 10 SD/S were used, where
SD de notes the stan dard de vi a tion of the an a lyt i cal
sig nal mea sured for a sam ple of con cen tra tion
0.2 mg/ml (n = 5), and S – slope of the cal i bra tion
curve. The ob tained val ues of LOD al low de tec tion of
both tested drugs in blood at ther a peu tic lev els, which,
ac cord ing to the lit er a ture [8] are 0.05–0.684 mg/ml for 
desipramine and 0.05–0.375 for nortryptyline. Con -
cur rently, be cause of the rel a tively broad range of lin -
ear ity of the method (from ca. 0.2 to 2.0 mg/ml), it is
pos si ble to de ter mine the tested drugs in blood in view
of in tox i ca tions, when the con cen tra tion of each of the
above-men tioned drugs in blood is usu ally higher than
0.5 mg/ml [8]. 
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Fig. 2. Chromatograms ob tained by the anal y sis of blood
sam ples spiked with nordoxepine (IS) as in ter nal stan dard
and con tain ing desipramine (Des) and nortriptyline (Nort) at 

con cen tra tions of 0.0, 0.2 and 0.8 mg/ml.



The ac cu racy and pre ci sion of the worked-out
method were tested at two con cen tra tion lev els:
0.2 and 0.8 mg/ml. For this pur pose, 5 blood sam ples
spiked with in ves ti gated drugs and IS, for both tested
con cen tra tion lev els, were pre pared and then the sam -
ples were ana lysed. The re sults of ac cu racy ex am i na -
tion for both analytes (mea sured as the rel a tive er ror of 
mea sure ment RE%) and re peat abil ity of the method
(mea sured as the stan dard de vi a tion RSD%) were sat -
is fac tory, tak ing into ac count that bi o log i cal ma te rial
was ana lysed.  

For iden ti fi ca tion of the tested analytes, their rel a -
tive re ten tion time cal cu lated in re la tion to the time of
IS can be used, es pe cially when tak ing into ac count
that in the ex am ined chro mato graphic sys tem their re -
peat abil ity was very good (ca. 0.20% RSD). In the
worked-out method, in the case of doubt, anal y sis of
spec tra of their de riv a tives with TCNQ (for con cen tra -
tions higher than LOQ) can also be ap plied to iden ti fi -
ca tion of analytes. The nor mal ised UV spec tra ob -
tained by means of a spec tro pho to met ric de tec tor with
di ode-ar ray ma trix for the de riv a tives of tested drugs
ob tained in the derivatisation pro cess are shown in
Fig ure 3. The spec trum of TCNQ, ex cess of which is
eluted at ca. 1.8 min, is also shown in the fig ure. Lack
of pres ence of the peak com ing from the derivatisation
agent should be ex plained by the fact that this com -
pound does not ab sorb light at 567 nm. 

4. Sum mary

The per formed stud ies con firmed the pos si bil ity of
use of the derivatisation pro cess for the de ter mi na tion
of desipramine and nortryptyline in blood by for ma -
tion of col our de riv a tives with TCNQ and fur ther anal -
y sis by means of HPLC-DAD. An in no va tive, mi cro -

wave as sisted ex trac tion tech nique, was ap plied to
sam ple prep a ra tion for anal y sis. Thus, an orig i nal an a -
lyt i cal method, which is sen si tive only to sub stances
con tain ing a sec ond ary ni tro gen atom in their struc -
ture, was de vel oped. It com bines an ef fi cient tech -
nique for iso la tion of analytes from the bi o log i cal
ma trix with a derivatisation pro cess which is se lec tive
for these com pounds. In the near fu ture, a broad en ing
of the ex am ined group of drugs is planned in or der to
in clude other psychotropic drugs with a sec ond ary ni -
tro gen atom in their struc ture, e.g. fluoxetine. To the
best of the au thors’ knowl edge, the de scribed method
is the first quan ti ta tive method that al lows si mul ta -
neous chro mato graphic de ter mi na tion of nortryptyline 
and desipramine in blood with the use of deri vati sation 
of these sub stances by TCNQ re agent and the ap pli ca -
tion of an IS. It should be emphasised that the val i da -
tion pa ram e ters of the method al low its ap pli ca tion to
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TA BLE I. VALIDATION PARAMETERS FOR DETERMINATION OF DESIPRAMINE AND NORTRIPTYLINE

Pa ram e ter Desipramine Nortriptyline

In ter nal stan dard, IS Nordoxepine Nordoxepine

Lin ear ity range, mg/ml (n = 10) 0.1–2.0 0.18–2.0

Cal i bra tion curve equa tion y = 2.33 ´ x – 0.014 y = 2.01 ´ x + 0.014

Co ef fi cient of de ter mi na tion, R2 0.9996 0.9999

LOD, mg/ml 0.03 0.05

LOQ, mg/ml 0.09 0.18

RSD% (0.2 mg/ml, n = 5, in sin gle se ries) 4.81 10.01

RSD% (0.8 mg/ml, n = 5, in sin gle se ries) 2.86 2.80

Fig. 3. UV spec tra of de riv a tives of desipramine (Des),
nortriptyline (Nort) and nordoxepine (Nord) with TCNQ
and also the so lu tion of the derivatisation re agent (TCNQ).
The spec tra were re corded at max ima of chro mato graphic
peaks com ing from men tioned sub stances.



de tec tion and de ter mi na tion of the tested drugs in
blood at ther a peu tic lev els. Ad di tion ally, when com -
par ing the method and ob tained re sults with lit er a ture
data [7], a short en ing of anal y sis time to only 10 min
and also – due to the ap pli ca tion of the mi cro wave as -
sisted liq uid-liq uid ex trac tion method – much cleaner
ex tracts can be ob served. 
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1. Wstêp

Mimo wpro wad zania do te rap ii ch orób de pres yjny ch
no wych le ków, np. na le¿¹cych do gru py se lekt ywny ch
inhibitorów wy chwytu zwrot nego serotoniny (flu oks ety -
ny i in nych), tr ójpierœcieniowe leki prze ciwd epr esyj ne
(TCAD) nadal s¹ po wszechn ie za lec ane przez specj a li s -
tów. Choæ zna ne jest sze rok ie spek trum efek tów  ubocz -
nych i du¿a  tok sycz noœæ tych leków, to o ich po pul ar -
no œci de cyd uje po twierd zona wie lol etnim sto sow ani em
sku tec zno œæ te ra peu tyczna. W tej sy tua cji nadal ist nieje
po trzeba roz woju me tod anal ity cznych ofer uj¹cych mo ¿ -
li woœci efekt ywne go wy kryw ania i oznac zania leków
TCAD, w szc zegól noœci w ma ter iale bio log icznym, któ ry 
naj czê œciej jest obiekt em badañ tok syk olo gic zno-s¹do -
wych. Ze wz glêdu na ch arakterystykê pr óbek do anal iz
po lec ane s¹ sz cze gól nie me tody se par acy jne, w sz cze gól -
noœci  chromato grafia ga zowa [5], elekt rofo reza ka pil ar -
na [1, 3] i wyso ko sprawna chro mat ogr afia cie czowa [4].
W li ter atu rze zna ne s¹ pro ced ury anal ity cznego ba dan ia
le ków TCAD z wy kor zyst aniem acet oni try lowe go roz -
tworu 7,7,8,8-te trac jano chi nodi met anu (TCNQ) jako od -
czynn ika de ryw aty zuj¹cego. Zwi¹zek ten sto sow ano do
oznac zania nor trypt yli ny i de zyp rami ny (czy li lek ów za -
wier aj¹cych w swo jej che miczn ej struk tur ze drugo rzê -
dowy atom azotu) me tod ami spek trom etr ii UV-VIS [6]
oraz me tod ami chro mat ogr afic znymi [7]. Me chan izm
two rze nia od pow iedni ch po chodn ych przez dru go rzê do -
we aminy opis ano szcz egó³owo w pra cy Her tl era i in. [2], 
a jego ideê po kaz ano na ry cin ie 1. W ob ecn oœci nad miaru 
TCNQ za chod zi tyl ko pierw szy etap re akc ji, daj¹c w re -
zult acie pro dukty wy kaz uj¹ce siln¹ ab sor pcjê przy
567 nm. Dru gi etap re akc ji wed³ug za prop ono wan ego
me chan izmu za chod zi tyl ko w obe cnoœci du¿ ego nad -
miaru dru gorz êdowej aminy. 

A. Oztunz i in. za prop ono wali me todê wy kryw ania
kil ku lek ów TCAD, m.in. de zyp rami ny, nor trypt yli ny,
pa roks ety ny, flu oks ety ny i ma prot yli ny) w osoc zu po -
przez de rywatyzacjê wy ekst raho wan ych an alit ów za po -
moc¹ TCNQ [6]. Do wy osabn iania an alitów z ma trycy
bio log icznej za stos owa li ek stra kcjê ciecz-ciecz do mie -
szan iny hek san-octan etylu (1:1, v/v). Po eks trakc ji su -
pern ata nt by³ do datk owo osus zany bez wodn ym Na2SO4,
od par owy wany w stru mien iu azotu, su cha po zos ta³oœæ
by³a re kons tytu owa na w acet oni try lowym roz twor ze
TCNQ, a nas têpn ie in kub owa na w tem per atu rze 80oC
przez 20 min. Otrzym ane po chodne bar wy gra nat owej
pod daw ano anal izie me tod ami HPLC, chro mat ogr afii

cien ko wars twowej (TLC) i wy sok osp rawnej chro ma to-
 gra fii cien kow arst wowej (HPTLC). W przy pad ku me -
tody HPLC ba dane zwi¹zki roz dziel ano przy u¿y ciu ko -
lumny C18 (250 ́  4 mm), eluuj¹c anal ity w tem per atu rze
po koj owej mie szan in¹ wody i acet oni try lu (40:60, v/v).
Czas eluc ji nor trypt yli ny wy nosi³ ok. 30 min. W  cyto -
wanej pra cy nie oprac owa no jed nak me tody il oœc iowej
i nie wy znac zono dok³ad nie gra nicy wyk ryw alnoœci ba -
dan ych le ków. 

W ni niejs zej pra cy do kon ano mo dyf ika cji  przedsta -
wionej powy¿ ej me tody [7], ad apt uj¹c j¹ do anal izy pró -
bek krwi do tow anej nor trypt ylin¹ i de zyp ramin¹. 

2. Ma ter ia³y i me tody

2.1. Od czynn iki

W ba dan iach za stos owa no na stêp uj¹ce wzor ce i od -
czynn iki: chlo row odo rek nor doks epi ny (Nord),  chloro -
wo dorek de zyp rami ny (Des), chlo row odo rek nor trypty-
liny (Nort) (³  98%, Sig ma, Sta ny Zjed noc zone), acet oni -
tryl (cz. do chro mat ogr afii gra dient owej, Merck, Niem -
cy), 7,7,8,8-te trac jano chi nodi met an (³  98%, Flu ka, Niem -
cy), stê ¿ony kwas fos for owy (V) (cz.d.a. POCh, Pol ska),
diety loa mina (³ 99,5%, Al dr ich, Niem cy), al koh ol izoa -
mylo wy (cz.d.a. Hem pur, Pol ska) oraz me tan ol (cz. do
chro mat ogr afii gra dient owej, Merck, Niem cy). Wszyst -
kie wod ne roz twory sporz¹dza no przy u¿y ciu wody
oczysz c zonej w pro ces ie od wrotn ej osmozy.

2.2. Ma ter ia³

Ma ter ia³ do ba dañ sta nowi³y pró bki krwi do tow ane
od pow iednio ro zci eñczo nymi wod¹ me tan olo wymi stan -
dard ami leków: de zyp rami ny i nor trypt yli ny. Jako stan -
dard wewn êtrzny (IS) za stos owa no no rdok sep inê w sta -
³ym st ê¿en iu 0,5 µg/ml. Krew do ba dañ za kup iono w sta -
cji krwio daws twa w Kra kow ie i prze chow ywa no zamr o -
¿on¹ w tem per atu rze –20oC do mo mentu przy got owa nia
prób ek do badañ. 

2.3. Przy got owa nie prób ki do anal izy

W celu wy osobn ienia an alitów z ma trycy bio log icz -
nej za stos owa no ek stra kcjê w uk³adzie ciecz-ciecz wspo -
mag an¹ pro mien iowa niem mi krof alo wym. W tym celu
do te flon owy ch na czyñ eks trakc yjny ch (o obj êtoœci

OZNACZANIE DEZYPRAMINY I NORTRYPTYLINY WE KRWI METOD¥
HPLC-DAD Z ZASTOSOWANIEM 7,7,8,8-TETRACJANOCHINODIMETANU
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100 ml) wpro wad zano po 1 ml krwi do tow anej ba dan ymi
le kami oraz IS. Na stê pnie na czyn ia te flon owe  umiesz -
czano w ³aŸni ul trad Ÿwi êkowej na ok. 15 min ce lem za -
pewn ienia ho mog eni cznego roz mieszc zenia ana litów
w pró b ce. W ko lejn ym etap ie prób ki al kal izo wano za po -
moc¹ 3 ml 0,6 M roz tworu NaOH oraz do daw ano 5 ml
roz puszc zalni ka eks trakc yjne go – mie szan iny n-hek sanu
z al koh olem izoa mylo wym (99:1, v/v). Szczel nie zam -
kni ête na czyn ia te flon owe umieszc zano w pie cu mi krof a -
lo wym Mar sX (CEM, Sta ny Zjed noc zone) i pod daw ano
pro ces owi eks trakc ji wspo mag anej mi krof ala mi wed³ug
pla nu tem per atu row ego: przy rost do tem per atu ry 60oC
(t = 2 min), utrzym anie tem per atu ry 60oC (t = 1 min)
i och³od zen ie na czyñ eks trakc yjny ch do tem per atu ry po -
koj owej (ok. 30 min). Na stê pnie pr óbki wraz z  rozpusz -
czalnikiem eks trakc yjnym prze nos zono iloœ cio wo do
szkla nych fio lek, przep³ukuj¹c do datk owo te flon owe na -
czyn ia dwo ma por cjami roz puszc zalni ka eks trakc yjne go
(po 0,5 ml). Roz twory od wir owy wano (10 min,
4500 obr./min) ce lem ca³ko wit ego roz dziel enia faz, po
czym po bier ano 5 ml fazy or gan icznej, prze nos zono j¹ do 
prób ówek typu Eppen dorfa i od par owy wano do su cha
w stru mien iu azotu w tem per atu rze 45oC. 

Such¹ po zos ta³oœæ pod daw ano pro ces owi de ryw aty -
zac ji. W tym celu roz puszc zano j¹ w 75 µl acet oni try -
lowe go roz tworu TCNQ o stê ¿eniu 0,2 mg/ml. Szczel nie
zamkni ête probów ki umieszc zano w blo ku grzej nym
o tem per atu rze 80oC na 30 min. Uzys kane w pro ces ie de -
ryw aty zac ji po chodne mia³y w za le¿no œci od st ê¿enia
bar wê od ja sno- do ciem non iebi eski ej.

2.4. Apar atu ra

W ba dan iach wy kor zyst ano chro mat ogr af cie czowy
La Chrom (Merck, Niem cy) sprz ê¿ony z de tekt orem spek -
trof oto met ryc znym z ma tryc¹ dio dow¹ L-7455 (Merck,
Niem cy). Roz dzia³ pro wad zono za po moc¹ ko lumny
Sphe ri-5 (C18, 100 ´ 4,6 mm, Per kin-El mer, Sta ny Zjed -
noc zone). Do ko lumny wpro wad zano ka¿d ora zowo 10 µl 
prób ki, a anal ity eluo wano izok raty cznie mie szan in¹ roz -
tworu roz cieñ czonego kwa su fos for owe go(V) z  dodat -
kiem 1% (v/v) diety loa miny o pH = 2,3 i acet oni try lu
zmie szan ych w sto sunku obj êtoœ ciowym 40:60 (v/v). De -
tekc jê ana litów pro wad zono przy d³ugo œci fali 567 nm.
Czas anal izy po jed yncz ej pr óbki wy nosi³ 10 mi nut. 

3. Wy niki i dys kus ja

Re akc ja sub styt ucji nu kleof ilo wej TCNQ z  drugo -
rzêdowymi amin ami w pod nies ionej tem per atu rze jest se -
lekt ywna i uleg aj¹ jej je dyn ie sub stanc je za wier aj¹ce
w swej struk tur ze che miczn ej dru gorzê dowy atom azotu
oraz tyl ko nie liczne aminy pier wszorzêdowe. Wy kluc za
to prak tyczn ie in terf ere ncje ze sk³ad nik ami osoc za, a ta k -

¿e ze znaczn¹ liczb¹ leków i ich metabolitów (czy li m.in.
z amin ami pier wsz orzêdowymi, amin okw asami i na wet
ni ektórymi amin ami dru gor zêd owy mi [7]), zwi¹zki te
bo wiem nie tworz¹ pro duktu wy kaz uj¹cego ab sor pcjê
przy 567 nm, a je dyn ie co na jwy ¿ej kom pleksy z prze -
nies ieni em ³ad unku o cha rakt ery sty cznych pa smach przy
743 i 840 nm. 

Prze prow adz one eks per yme nty po twierd zi³y, ¿e ró w -
nie¿ sk³ad niki pe³nej krwi nie po wod uj¹ po jaw iania siê
na chro mat ogr amach in terf eruj¹cych pi ków. Na ry cin ie 2 
przed staw iono chro mat ogr amy œlep ej próby (prób ki krwi 
do tow anej je dyn ie stan dard em wewn êtrz nym) i  bada -
nych le ków (de zyp rami ny i nor trypt yli ny)  analizowa -
nych przy dwóch po ziom ach st ê¿eñ we krwi: 0,2
i 0,8 µg/ml. Jak wi daæ, piki po chodz¹ce od ma trycy bio -
log icznej wys têp uj¹ je dyn ie do ok. 2 mi nuty, a ich licz ba
jest nie wielka. Jest to sy tua cja od mienna od wy ników
anal izy prób ek osoc za [7], gdzie licz ne piki po chodz¹ce
od sto sunk owo prost szej ma trycy wi doczne s¹ do ok.
8 mi nuty. Sy tua cjê tê na le¿y wi¹zaæ przede wszyst kim
z za stos owa niem od mienn ego pro cesu eks trakc ji ana -
litów oraz in nego uk³adu chro mat ogr afic znego. 

W toku sys tem aty cznych bad añ wy znac zono  para -
metry wa lid acy jne oprac owa nej me tody anal ity cznej: li -
nio woœæ, gran icê wykr ywa lnoœci i ozna cza lnoœci, pre -
cy zjê i dok³adno œæ oraz powt arz alnoœæ wzgl êdn ego cza su 
re tenc ji. Wy niki te ze brano w ta beli I. 

Kalibracjê prze prow adz ono, wy kor zyst uj¹c li niowy
mo del za le¿noœci po miêdzy sy gna³em anal ity cznym (sto -
sunk iem wys okoœ ci piku po chodz¹cego do anal itu do
piku IS) z wy kor zyst aniem 10 pr óbek wzor cow ych. Ob -
lic zono wa rto œæ gra nicy wyk ryw alnoœci (LOD) i  ozna -
czalnoœci (LOQ) dla oznac zania nor trypt yli ny i dezy -
pra miny we krwi. W tym celu wy kor zyst ano ró wna nia
LOD = 3 SD/S oraz LOQ = 10 SD/S, gdzie SD oznac za
od chyl enie stan dard owe po miaru sy gna³u anal ity cznego
zmie rzon ego dla prób ki o stê¿ eniu 0,2 µg/ml (n = 5),
a S – na chyl enie krzy wej ka lib racy jnej. Uzys kane war t -
oœci LOD po zwal aj¹ na wy kryc ie obu ba dan ych le ków
we krwi na po ziom ach te rap euty cznych, kt óre wed³ug da -
nych za wart ych w li ter atu rze wy nosz¹ 0,05–0,684 mg/ml
dla de zyp rami ny i 0,05–0,375 dla nor trypt yli ny [8]. Rów -
nocze œnie ze wzg lêdu na sto sunk owo sze roki za kres li -
niowoœci me tody (od ok. 0,2 do 2,0 µg/ml), mo ¿li we jest
oznac zenie ba dan ych le ków we krwi anal izo wan ej pod
k¹tem zatr uæ, kie dy to stê ¿enie ka¿ dego z ww. lek ów we
krwi za zwyc zaj pr zewy ¿sza 0,5 µg/ml [8].

Dok³adn oœæ i pre cyz jê oprac owa nej me tody  anali -
tycznej zba dano przy dwó ch po ziom ach st ê¿eñ: 0,2
i 0,8 µg/ml. W tym celu sporz¹dzo no po 5 pró bek krwi
do tow anej ba dan ymi le kami i IS dla obu ba dan ych po zio -
mów st ê¿eñ, a na stê pnie pr óbki pod dano anal izie. Wy niki 
ba dan ia dok³ad noœ ci oznac zenia obu anali tów (mie rzone
wzg lêdn ym b³êdem po miaru RE%) i po wtar zalnoœci me -
tody (mie rzon ej wzg lêdn ym od chyl eni em stan dard owym 
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RSD%) by³y za daw alaj¹ce, bior¹c pod uw agê, ¿e anal i zo -
wano ma ter ia³ bio log iczny. 

Do ident yfi kac ji ba dan ych an ali tów pos³u¿yæ mo¿e
ich wz glê dny czas re tenc ji li czony wz glêd em cza su IS,
zw³asz cza ¿e w ba dan ym uk³adzie chro mat ogr afic znym
jego powt arz aln oœæ by³a bar dzo do bra (wy nosi³a ok.
0,20% RSD). W ra mach oprac owa nej me tody, w przy -
padku w¹tpli woœci, do ident yfi kac ji anali tów mo¿e byæ
równi e¿ za stos owa na anal iza widm ich po chodn ych
z TCNQ (dla st ê¿eñ prze krac zaj¹cych LOQ). Znor mal i -
zo wane wid ma UV otrzym ane za po moc¹ de tekt ora spek -
trof oto met ryc znego z ma tryc¹ dio dow¹ dla po chodn ych
ba dan ych le ków otrzym any ch w pro ces ie de ryw aty zac ji
przed staw iono na ry cin ie 3. Na ry cin ie tej po kaz ano ró w -
ni e¿ wid mo TCNQ, któ rego nad miar eluo wany jest przy
ok. 1,8 min. Brak obec noœci na chro mat ogr amach piku
po chodz¹cego od od czynn ika de ryw aty zuj¹cego na le¿y
t³um acz yæ nie abs orbo wan iem œwi at³a przez ten zwi¹zek
przy 567 nm. 

4. Pod sum owa nie

Prze prow adz one ba dan ia po twierd zi³y mo ¿liwoœæ za -
stos owa nia pro cesu de ryw aty zac ji do oznac zania  dezy -
praminy i nor trypt yli ny we krwi po przez two rzen ie ich
barw nych po chodn ych z TCNQ i dalsz¹ analizê me tod¹
HPLC-DAD. Na etap ie przy got owa nia prób ek do anal izy 
za stos owa no no wat orsk¹ te chn ikê eks trakc ji wspo mag a -
nej pro mien iowa niem mi krof alo wym. Tym sa mym opra -
c owa no oryg ina ln¹ meto dê anal ity czn¹, czu³¹ je dyn ie na
sub stanc je maj¹ce w swo jej struk tur ze drugo rzê dowy
atom azotu, ³¹cz¹c¹ w so bie wy dajn¹ te chnikê izol acji
anal itów z ma trycy bio log icznej z pro ces em de ryw aty -
zac ji se lekt ywnym wz glêd em tych zwi¹zków. W  najbli¿ -
szym cza sie pla nuje siê roz szer zenie ba dan ej gru py le-
 ków o inne leki psy chot ropo we maj¹ce w swo jej  struktu -
rze drugo rzê dowy atom azotu, np. fluo ksetynê. 

Wed³ug wie dzy aut orów, opis ana me toda jest pierw -
sz¹ me tod¹ il oœciow¹ po zwal aj¹c¹ na jed noc zesne chro -
mat ogr afic zne oznac zenie nor trypt yli ny i de zyp rami ny
we krwi z wy kor zyst aniem pro cesu de ryw aty zac ji tych
sub stanc ji od czynn iki em TCNQ oraz z za stos owa -
niem IS. Po dkre œliæ na le¿y, i¿ pa ram etry wa lid acy jne me -
tody po zwal aj¹ na u¿ycie jej do wy kryw ania i oznac za nia 
ba dan ych le ków we krwi w st ê¿e niach  tera peutycz nych.
Do datk owo, po równ uj¹c uzys kane wy niki z da nymi za -
wart ymi w li ter atu rze [7], mo ¿na za uwa ¿yæ sk ró c enie
cza su anal izy do za led wie 10 min, a ta k¿e,  dziê ki za stos o -
wa niu me tody eks trakc ji ciecz-ciecz wspo mag a nej mi -
krof ala mi, otrzym anie znacz nie czyst szych eks t rak tów.  

Podzi êkowania
Pro jekt ba dawc zy by³ wspó³fi nans owa ny z Eu rop ejsk iego
Fun dus zu Spo³ecz nego oraz bud ¿etu pañ stwa w ra mach Zin -
teg rowa nego Pro gramu Oper acy jnego Roz woju Re gio n al -
ne go.
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