
1. In tro duc tion

Mi cro wave-as sisted liq uid-liq uid ex trac tion
(MAE) is a rel a tively new tech nique used in tox i co log -
i cal anal y sis. Such a method of sam ple prep a ra tion, in
the opin ion of sev eral au thors, al lows ef fec tive ex trac -
tion of var i ous chem i cal com pounds, in clud ing med i -
cines and drugs, from com plex bi o log i cal ma tri ces. 

Cur rent an a lyt i cal meth ods al low us to de ter mine
very low con cen tra tions of de ter mined com pounds,
but the an a lyt i cal pro cess is gen er ally bur dened by an
ex pen sive and time con sum ing pro cess of sam ple pre -
p a ra tion. Var i ous ex trac tion pro ce dures are used with
the aim of iso lat ing or ganic com pounds. Their dy na -
mic de vel op ment has been ob served since the first ap -
pli ca tion of a Soxh let ex trac tion in 1879. This method
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is char ac ter ised by high con sump tion of ex trac tion sol -
vent and a long ex trac tion pro cess. These fac tors have
caused growth in re search into other tech niques of iso -
la tion of analytes from a sam ple ma trix [9].

In 1986, Ganzler et al. pub lished the first pa per
which de scribed ap pli ca tion of mi cro waves to analytes 
ex trac tion from or ganic sam ples. They de scribed ex -
trac tion of raw fats and ad di tives from food and pes ti -
cides from soil by ap pli ca tion of mi cro wave-as sisted
ex trac tion. Their ex per i ments showed a dif fer ent heat -
ing pro cess ki net ics in com par i son to the clas si cal ap -
proach and the re sults of the ex trac tion pro cess were
char ac ter ised by a higher ex trac tion ef fi ciency than
ap pli ca tion of the Soxh let tech nique or super-fluid ex -
trac tion (SFE) [6]. From that mo ment many re search -
ers be gan ex per i ments with the aim of study ing
pos si bil i ties of ap pli ca tion of MEA as a new ex trac tion 
tech nique. 

The main ap pli ca tion of mi cro wave-as sisted liq -
uid-liq uid ex trac tion turned out to be iso la tion of ana -
lytes from soil, sed i ments, ashes and plants [1, 2, 7, 10, 
11, 12]. In the lit er a ture, only a few pa pers have been
noted on iso la tion of ac tive com pounds from phar ma -
ceu ti cal spe cies as well as med i cines and drugs (to -
gether with their me tab o lites) from blood, plasma and
se rum.

Franke et al. [5] worked out a method of iso la tion
of six xenobiotics from plasma and se rum by ap pli ca -
tion of the mi cro wave fo cus ing sys tem and open con -
tain ers. The au thors also com pared the de vel oped
pro ce dure with clas si cal liq uid-liq uid ex trac tion
(LLE) and LLE at in creased tem per a ture (80°C). The
per formed re search on sam ples spiked with de ter mi -
ned com pounds did not show MAE to have sig nif i cant
ad van tages in com par i son with the LLE tech nique. In
the case of lidocaine, di az e pam and meth a done, the
ob tained ef fi ciency val ues were lower then in the case
of LLE. The re cov ery val ues of de ter mined com -
pounds ob tained for ex trac tion at an in creased tem per -
a ture were only at the level of sev eral per cent, which
could sug gest that in the MAE tech nique, the mech a -
nism of trans port of analytes from the sam ple to the ex -
trac tion sol vent is not solely caused by a tem per a ture
in crease. The au thors used the worked out pro ce dure
with the aim of ex trac tion of lidocaine, meth a done,
propoxyfene, norpropoxyfene, di az e pam and nordia -
zepam from sam ples col lected dur ing a post-mor tem
ex am i na tion, in which these com pounds had been pre -
vi ously de tected. Per formed anal y ses showed that the
ob tained re sults of de ter mi na tion were in gen eral
higher than in the case of ap pli ca tion of clas si cal liq -
uid-liq uid ex trac tion. The au thors put for ward the hy -
poth e sis that the rea son for such a sit u a tion could be

the break ing of bonds be tween these com pounds and
plasma pro teins be cause of the ap pli ca tion of mi cro -
waves. This hy poth e sis, how ever, has not yet been
con firmed. 

Mi cro wave-as sisted ex trac tion was also ap plied in
or der to iso late drugs and their me tab o lites from urine
and plasma. Fernandez et al. [3, 4] car ried out op ti mi -
sa tion of mi cro wave-as sisted ex trac tion of mor phine,
co deine, 6-acetylmorphine, co caine, benzoylec go ni -
ne, cocaethylene, EDDP and meth a done from the
men tioned ma te ri als. The au thors took into ac count
the kind of sol vent, sam ple pH and du ra tion of sam ple
ex po sure to mi cro waves dur ing per formed op ti mi sa -
tion in the case of ex trac tion from urine. The tem per a -
ture was kept at a con stant level of 100°C dur ing the
whole pro cess. The re sults ob tained by the au thors
con firmed the use ful ness of the worked-out pro ce dure
in the iso la tion of ana lysed drugs and their me tab o -
lites. 

Hoang et al. pre sented other ap pli ca tions of MAE
to the ex trac tion of ac tive com po nents from var i ous
forms of solid med i cines [7]. This group of re search ers 
op ti mised the MAE pro ce dure, tak ing into ac count the
fol low ing fac tors: the ex trac tion sol vent, time and
tem per a ture, on the ba sis of a model com pound called
Com pound A (Merck & Co, USA) pre sented in ta bles.
The ob tained op ti mal con di tions were used in the iso -
la tion of so dium montelukast (this med i cine is used in
the treat ment of bron chial asthma) from var i ous forms
of Singulair®. Ob tained re cov ery re sults were com -
pared to re sults ob tained by the ap pli ca tion of clas si cal 
ex trac tion meth ods. The au thors emphasised that
MAE of fers a very short ex trac tion time es pe cially in
com par i son to clas si cal tech niques (over four times
shorter) and it al lows prep a ra tion of a large num ber of
sam ples at the same time. 

The aim of the re search pre sented in this pa per was
to at tempt to ap ply mi cro wave-as sisted liq uid-liq uid
ex trac tion to iso la tion of psychotropic med i cines: nor -
tryptyline, nordoxepine, imipramine, amitryptyline,
doxepine and desipramine in blood. The ac cu racy of
the op ti mised ex trac tion method was also eval u ated
dur ing the per formed re search. This was done by es ti -
ma tion of val i da tion pa ram e ters of the method of de -
ter mi na tion of ana lysed med i cines from a bi o log i cal
ma trix by HPLC. 

2. Ma te ri als and meth ods

The fol low ing stan dards were used in the re search:
nordoxepine (Nord), nortryptyline (Nort) (Sigma,
USA), desipramine (Des), imipramine (Imi),
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amitryptyline (Ami), doxepine (Dox), clomipramine
(IS) (Aldrich, Ger many). In the course of the re search,
work ing stan dards were ob tained by di lu tion of a suit -
able amount of each com pound in meth a nol in such
a way that the con cen tra tion was 1 mg/ml. If it was
nec es sary, other stan dard so lu tions were ob tained by
di lu tion with deionized wa ter or meth a nol. The fol -
low ing com pounds were also used in the re search:
acetonitrile, meth a nol (Merck, Ger many), dimethyl -
amine (Aldrich, Ger many), con cen trated phos pho ric
acid (V), n-hex ane, isoamyl al co hol, 30% so dium hy -
drate, 32% hy dro chlo ric acid, cyc lo hex ane (an a lyt i cal
pure), ethyl ac e tate (pure), ac e tone (an a lyt i cal pure),
to lu ene (an a lyt i cal pure) (POCh, Po land). Deionised
wa ter (con duc tiv ity < 1 mS/cm) was used in the  ana -
lysis.

The fol low ing ap pa ra tus was ap plied in the prep a -
ra tion of blood sam ples and de ter mi na tion of se lected
drugs in bi o log i cal ma te rial: 
– an oven for mi cro wave-as sisted ex trac tion

(MarsX, CEM, USA) equipped with a 14-po si tion
ro tor for GreenChem® ex trac tion con tain ers, in -
clud ing one con trol con tainer used to con trol the
tem per a ture of the pro cess; a shaker (Kavalier,
Sklarny, Czecho slo va kia), which was ap plied in
liq uid-liq uid ex trac tion; an ul tra sonic bath (Pol -
sonic, Po land), which was used to en sure the ho -
mo ge ne ity of bi o log i cal ma te rial;

– a liq uid chromatograph (LaChrom D-7000, Merck- 
Hitachi, Ger many), equipped with an autosampler
and a di ode-ar ray spec tro pho to met ric de tec tor;  ana -
ly tes were sep a rated by the ap pli ca tion of the chro -
mato graphic col umn Spheri-5 C18, 100 ´ 4.6 mm,
Perkin- Elmer, USA. The mo bile phase was a 1:1
v/v mix ture of phos phate buffer (pH = 2.35) with
ad di tion of diethylamine (0.1%) and acetonitrile.
The flow of the mo bile phase was 1 ml/min, and de -
tec tion was car ried out at l = 254 nm.

Two ex trac tion pro ce dures (LLE and MAE) were
used in the re search to ex tract the above men tioned
drugs from aque ous so lu tions and af ter that from
blood. 

The LLE ex trac tion pro ce dure was as fol lows: 1 ml 
of aque ous so lu tion of each of the six drugs was col -
lected (the con cen tra tion of each drug was 0.2 mg/ml)
and placed in four 22-ml vi als, and a “blank sam ple”,
i.e. 1 ml of wa ter, was also pre pared; 3 ml of NaOH
0.6 M was added to each vial and mixed. Af ter that,
5 ml of ex trac tion sol vent was added. Vi als were
tightly closed with an alu minium crown cap with
a PTFE plug and were gently shaken for 10 min utes in
a shaker. Af ter that they were cen tri fuged for 10 min -
utes (3500 rpm) with the aim of phases sep a ra tion.
Next 4 ml of or ganic phase was col lected. The sol vent
was evap o rated at 45°C in a ni tro gen at mo sphere.
Next, dry res i dues were di luted in 250 ml of ex trac tion
sol vent, and re-ex tracted for 2 min utes into 50 ml
0.05% H3PO4 with added IS (4 mg/ml). Af ter evap o ra -
tion (10 min, 4500 rpm), the aque ous phase was col -
lected for anal y sis. It was di rectly in jected onto a chro -
matographic col umn by auto-sam pler ap pli ca tion. 

MAE ex trac tion was per formed ac cord ing to the
fol low ing pro ce dure: 1 ml of aque ous so lu tion of each
of the six drugs was col lected (the con cen tra tion of
each drug was 0.2 mg/ml) and placed in 4 ex trac tion
containers. A “blank sam ple” – 1 ml of wa ter – was
also pre pared. 3 ml of 0.6 M NaOH was added to each
vial and mixed. Af ter that 5 ml of ex trac tion sol vent
was added. Con tain ers were tightly closed and placed
in a mi cro wave oven. A suit able pro ce dure was se -
lected (Ta ble I). Af ter ex trac tion, con tain ers were left
to cool to a tem per a ture of ca. 27oC and next the con -
tent of each con tainer was trans ferred to vi als, fin ished
by wash ing con tain ers with 1 ml of ex trac tion sol vent.
Af ter centrifugation for 10 min (3500 rpm), 5 ml of or -
ganic phase was col lected, and then anal y sis was per -
formed ac cord ing to the LLE ex trac tion pro ce dure.
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TA BLE I. MICROWAVE-ASSISTED EXTRACTION PROCEDURES

Ab bre vi a tions Ex trac tion pro ce dure Ex trac tion tem per a ture Ex trac tion time

MAE 15% Mi cro wave-assisted ex trac tion with 
ap pli ca tion of 15% of 300 W*

Not mea sured** 1 min

MAE 50
Mi cro wave-assisted ex trac tion with 
a tem per a ture ramp

50oC
Tem per a ture ramp: 2 min
Ex trac tion: 1 min

MAE 60 60oC

MAE 70 70oC

  * The ef fec tive power was 45 W dur ing the whole ex trac tion pro cess.
** Due to equip ment lim i ta tions.



3. Re sults 

3.1. Op ti mi sa tion re search 

Pre lim i nary op ti mi sa tion re search was per formed
on aque ous so lu tions of the six TCAD drugs. To this
end, 5 ml meth a nol 1 mg/ml so lu tion of each drug was
placed in a 25 ml vol ume flask and filled up to 25 ml
with deionised wa ter. The con cen tra tion of the drug in
the fi nal so lu tion was 0.2 mg/ml. The pre pared so lu -
tions were sub jected to both LLE and MAE, ap ply ing
four dif fer ent (from a chem i cal point of view) ex trac -
tion mix tures (Ta ble II). The main cri te rion of se lec -
tion of ex trac tion mix tures was their abil ity to ab sorb
mi cro waves, i.e. mix tures which con tain po lar com -
pounds such as ac e tone and ethyl ac e tate at high con -
cen tra tions.

A five-point cal i bra tion curve was con structed on
the ba sis of drug stan dards at the fol low ing con cen tra -
tions: 5; 2.5; 1.25; 0.625 and 0.3125 mg/ml. Stan dards
were ob tained by ap pro pri ate di lu tion of the 20 mg/ml
aque ous drugs so lu tion. 

Re sults show ing the ex trac tion ef fec tive ness [%]
of the ana lysed group of TCAD drugs ob tained by the
LLE and MAE meth ods are pre sented in Ta ble II. An
ex am ple chromatogram show ing sep a ra tion of  the six
ana lysed TCAD and the IS, and com par ing ex trac tion
re sults ob tained by LLE and MAE 60 and also a mix -
ture of ethyl ac e tate-cyc lo hex ane as an ex trac tion sol -
vent, is pre sented in Fig ure 1. 

On the ba sis of ob tained re sults, it was con cluded
that ap pli ca tion of mi cro waves to the ex trac tion of se -
lected drugs from the TCAD group has an im por tant
pos i tive in flu ence on in creas ing ef fi ciency of ex trac -
tion in com par i son with clas si cal liq uid-liq uid ex trac -
tion (Fig ure 1). A se lec tion of the best con di tions of
ex trac tion of ana lysed com pounds from their aque ous
so lu tion was made on the ba sis of ob tained val ues of
ex trac tion ef fi ciency. The op ti mal con di tions of ex -
trac tion as sisted by mi cro waves were: ex trac tion by
the mix ture n-hex ane – isoamyl al co hol (99:1, v/v) at
60oC for 3 min utes. 

Problems of Forensic Sciences 2007, LXX, 187–197

190 R. Wietecha-Pos³uszny, M. WoŸniakiewicz, A. Garbacik et al.

TA BLE II. A COMPARISON OF EXTRACTION EFFECTIVENESS WHEN USING MICROWAVE-ASSISTED EXTRACTION

AND LIQUID-LIQUID EXTRACTION TECHNIQUES

Ex trac tion sol vent Med i cine
method

Nordoxe-
pine
[%]

Nortrypty-
line
[%]

Desipra-
mine
[%]

Amitryp-
tyline
[%]

Imipra-
mine
[%]

Doxepine
[%]

n-hex ane – 
isoamyl al co hol 
99:1 (v/v) [8]

LLE 64.4 74.3 53.1 50.0 95.1 73.8

MAE 15% 45.9 79.8 39.4 41.9 102.2 81.6

MAE 50 48.5 88.4 43.7 59.6 85.7 77.3

MAE 60 73.1 107.3 71.2 97.8 101.9 91.5

MAE 70 74.1 106.6 73.5 98.7 101.3 90.7

Ethyl ac e tate –
cyc lo hex ane
1:1 (v/v) [2]

LLE 24.3 86.7 26.4 28.9 94.4 86.2

MAE 15% 23.2 90.8 24.6 29.7 98.0 90.7

MAE 50 61.0 83.9 37.5 56.1 116.5 89.0

MAE 60 20.3 97.4 23.6 27.5 102.4 94.6

MAE 70 62.3 87.9 45.4 62.5 120.5 94.4

To lu ene – isoamyl
al co hol – n-hex ane 
76:4:20 (v/v/v)
[2,5]

LLE 89.6 115.3 54.3 73.7 118.4 89.8

MAE 50 105.0 – 96.0 102.3 128.8 95.5

MAE 60 52.4 139.3 37.6 35.8 36.6 29.8

n-hex ane – ac e tone
3:1 (v/v) [2]

LLE 48.0 53.3 42.8 48.7 53.2 70.0

MAE 15% 45.4 50.1 42.6 57.8 49.8 67.3

MAE 50 38.4 47.7 34.0 42.0 54.0 51.8

MAE 60 47.9 51.4 42.4 52.8 56.6 55.6

“–” a lack of a peak on a chromatogram. 



4. Val i da tion re search

The op ti mised ex trac tion method was used for ex -
trac tion of ana lysed TCAD from hu man blood. Sam -
ples of blood spiked with aque ous so lu tions of ana -
lysed drugs were pre pared di rectly in Tef lon ex trac tion 
con tain ers with the aim of cre at ing a four-point cal i -
bra tion curve. The fol low ing con cen tra tions were ob -
tained: 2.00; 1.00; 0.50 and 0.125 mg/ml of each drug
in blood. The IS con cen tra tion in each sam ple was
con stant (2.00 mg/ml). After this, the Tef lon con tain ers 
were placed in an ul tra sonic bath for 20 min utes, with
the aim of en sur ing sam ple ho mo ge ne ity, and next
they were sub jected to the op ti mised pro ce dure of mi -
cro wave ex trac tion.

Val i da tion of the method of de ter mi na tion of the
six TCAD drugs in blood was car ried out. Pre ci sion
and ac cu racy were ana lysed at two dif fer ent con cen -
tra tion lev els: 0.2 mg/ml (n = 5, only one an a lyt i cal
run) and 0.8 mg/ml (n = 4, only one an a lyt i cal run). Ex -
am ple chromatograms il lus trat ing re sults ob tained af -
ter ex trac tion of the ana lysed drugs in blood are
pre sented in Fig ure 2. The limit of de tec tion (LOD)
and the limit of quan ti fi ca tion (LOQ) of the ana lysed
analytes were cal cu lated on the ba sis of for mu las:

LOD
SD

a
=

3 0 2. {1}

LOQ
SD

a
=

10 0 2. {2}

where: SD0.2 –stan dard de vi a tion of the an a lyt i cal
 signal ob tained dur ing anal y sis of 5 sam ples spiked

with ana lysed com pounds at 0.2 mg/ml con cen tra tion,
a –  the slope of the cal i bra tion curve.

The reproducibility of the rel a tive re ten tion time
was ana lysed in two runs (n1 = 5 and n2 = 4), on two
dif fer ent days. A sta tis ti cal anal y sis by the t-Stu dent
test did not re veal im por tant dif fer ences be tween val -
ues of rel a tive re ten tion times de ter mined within each
an a lyt i cal run for each of the ana lysed TCAD. The
reproducibility of the an a lyt i cal sig nal (the ra tio of the
analyte peak height to the in ter nal stan dard peak
height, H/HIS) was ana lysed by de ter mi na tion of the
rel a tive stan dard de vi a tion for 5 (0.2 mg/ml) and 4
(0.8 mg/ml) sam ples ana lysed by the se lected method.
The ac cu racy of the worked out pro ce dure was ex am -
ined by an anal y sis of the above men tioned blood sam -
ples af ter they had been spiked by an analyte sol vent
(two dif fer ent con cen tra tions were used). Such a pro -
ce dure was used be cause of a lack of suit able ref er ence 
ma te rial. The ac cu racy was cal cu lated as fol lows:

RE
c

=
-

×
m

m
100% {3}

where: c – found con cen tra tion value, m – the o ret i cal
true con cen tra tion value. De ter mined val i da tion pa ram -
e ters are pre sented in Ta ble III.

It could be con cluded, on the ba sis of val i da tion re -
sults, that the limit of de tec tion of ana lysed drugs was in 
the range from 0.09 mg/ml (for doxepine) to 0.3 mg/ml
(for nordoxepine). The re peat abil ity of the an a lyt i cal
sig nal is higher for a level of 0.8 mg/ml and var ies from 
2.43% (for doxepine) to 10.18% (for desi pra mine).
The re cov ery per cent age for the higher con cen tra tion
of ana lysed drugs was higher in com par i son with the
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Fig. 1. A com par i son of the ef fec tive ness of ex trac tion of
nordoxepine (1), nortryptyline (2), desipramine (3), ami -
tryptyline (4), imipramine (5), doxepine (6) and clomi pra -
mine. (IS) by LLE and MAE 60 procedure with ap pli ca tion
of ethyl ac e tate – cyc lo hex ane mix ture. Fig. 2. Chromatograms of ex tracts of a mix ture of ana lysed

med i cines in con trol blood sam ples and in a blank sam ple.



0.2 mg/ml level. This stems from the fact that blood is a 
very com plex bi o log i cal ma te rial and when ana lysed
drugs are pres ent at a low con cen tra tion, then ma trix
in ter fer ences have a greater in flu ence on the ob tained
re sults.

5. Con clu sions

The pro ce dure of mi cro wave-as sisted ex trac tion of
psychotropic drugs, i.e. nordoxepine, nortryptyline,
amitryptyline, imipramine, doxepine and desipramine
in aque ous so lu tions was op ti mised dur ing the per -
formed pre lim i nary re search. In the next step, tests
were per formed on sam ples of hu man blood, spiked 
with TCAD and val i da tion of the method of de ter mi -
na tion of these drugs was also car ried out in this type
of ma trix. 

Re sults ob tained by ap pli ca tion of the new ex trac -
tion pro ce dure, en com pass ing mi cro wave-as sisted ex -
trac tion at 60oC, with a mix ture of n-hex ane–isoamyl
al co hol (99:1, v/v), are ev i dence that mi cro wave-as -
sisted ex trac tion is a com pet i tive tech nique rel a tive to
liq uid-liq uid ex trac tion (MAE ef fi ciency was
80–100% whilst LLE ef fi ciency was 60–70%). An -

other pos i tive fea ture of this method is the fact that all
drugs are ex tracted at the same level (above 70%),
which was con firmed by re sults ob tained for par tic u lar 
dugs. This method al lowed re duc tion of time of ex trac -
tion (to 3 min utes) thanks to ap pli ca tion of the char ac -
ter is tic and spe cific pro cess of ex trac tion mix ture
heat ing. 

The per formed re search showed that ap pli ca tion of
mi cro waves to ex trac tion of tricyclic an ti de pres sant
drugs from blood sam ples is ef fec tive and in the fu ture
could be used in rou tine tox i co log i cal anal y sis for fo -
ren sic pur poses. At this stage of re search, how ever, ad -
di tional ex per i ments are re quired aimed at anal y sis of
var i ous con trol sam ples and ref er ence ma te ri als in or -
der to check the re li abil ity of the de vel oped an a lyt i cal
pro ce dure.
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1. Wstêp

Wspó³cze sne me tody anal ity czne po zwal aj¹  wyzna -
czyæ bar dzo ma³e stê ¿enia oznac zany ch zwi¹zków, jed -
nak pro ces anal izy obar czony jest na ogó³ kosz town ym
i d³ugot rwa³ym pro ces em przy got owa nia prób ki. Do izo -
l acji zwi¹zków or gan iczny ch sto sow ana jest sze roka ga -
ma tech nik eks trakc yjny ch, wci¹¿ dy nam icznie roz wi-
 janych od cza su pierw szego za stos owa nia eks trakc ji
Soxh leta w 1879 roku. Meto dê tê cha rakt ery zuje du¿e
zu¿ ycie roz puszc zalni ka eks trakc yjne go oraz d³ugi czas
trwa nia pro cesu. Pow y¿s ze czyn niki spo wod owa³y wiêc
roz kwit bad añ nad po szuk iwa niem in nych tech nik po z -
wal aj¹cych na iz olac jê an alit ów z ma trycy pr óbki [9].

Eks trakc ja ciecz-ciecz wspo mag ana mi krof ala mi
(MAE) jest sto sunk owo now¹ tech nik¹ wy kor zyst ywan¹
w ba dan iach tok syk olo gic znych. Jed noc zeœ nie tego typu
przy got owa nie prób ki, zda niem wie lu aut orów, za pewn ia 
sku teczne wy osabn ianie ró ¿nych sub stanc ji  chemicz -
nych, w tym lek ów i nar kotyk ów, ze skom plik owa nych
ma tryc bio log iczny ch.

Pierwsz¹ prac¹ opis uj¹c¹ za stos owa nie pro mien iowa -
nia mi krof alo wego do eks trakc ji ana litów z pró bek or ga -
n iczny ch by³a pu blik acja Ganzle ra i in. z 1986 roku.
Przed staw ili oni ekstr akcjê su row ych t³uszczy i do dat -
ków z po¿ywienia oraz pestycydów z gleb przy po mocy
eks trakc ji wspo mag anej mi krof ala mi. Prze prow adz one
przez nich doœwiadczenia ukaza³y od mienn¹ ki netykê
pro cesu ogrzew ania próbki w porówn aniu do  konwen -
cjonalnego spo sobu, a wy niki eks trakc ji od znac za³y siê
wi êksz¹ wy dajn oœci¹ ni¿ przy za stos owa niu eks trakc ji
tech nik ami Soxh leta czy eks trakc ji p³ynem w sta nie nad -
kryt ycznym (SFE) [6]. Od tego mo mentu licz ne gru py
ba dac zy ro zpo czê³y do œwi adczenia maj¹ce na celu zba -
dan ie mo¿ liw oœci MAE jako no wej tech niki  ekstrak -
cyjnej. 

Eks trakc ja ciecz-ciecz wspo mag ana pro mien iowa niem
mi krof alo wym zna laz³a g³ówn ie za stos owa nie w wy -
osab nia niu an alitów z gleb, os adów den nych, po pio³ów
i ro œlin [1, 2, 7, 10, 11, 12]. W li ter atu rze przed miotu od -
not owa no za led wie kil ka pu blik acji po œwiê con ych  izo -
lacji sub stanc ji ak tywn ych z pr epar atów far mac euty cz-
nych, a tak ¿e nar kot yków i lek ów (wraz z ich me tab oli -
tami) z krwi, osoc za i su row icy.

Fran ke i in. [5] oprac owa li metodê izol acji szeœ ciu
ksen obi otyków z su row icy i krwi, wy kor zyst uj¹c tzw.
mi krof alo wy sys tem sku piaj¹cy oraz na czyn ia otwarte.
Au tor zy do kon ali ró wni e¿ po rów nan ia oprac owa nej me -

tody z kla syczn¹ eks trakcj¹ ciecz-ciecz (LLE) oraz eks -
trakcj¹ LLE w pod wy¿sz onej tem per atu rze (80°C). Ana-
 lizy obejm uj¹ce próbki su row icy do tow anej ba dan ymi
sub stanc jami nie wy kaza³y znacz¹cej prze wagi eks trakc ji 
MAE nad tech nik¹ LLE, a w przy padku li dok ainy, dia -
zep amu i me tad onu, otrzym ane wydajn oœci by³y ni¿sze
ni¿ w przy padku eks trakc ji LLE. Od zysk ba dan ych
zwi¹zków uzys kany przy eks trakc ji w pod wy¿sz onej
tem per atu rze by³ za led wie na po ziom ie kil ku pro cent, co
su ger uje, i¿ w tech nice MAE me chan izm prze chod zenia
anal itów z prób ki do roz puszc zalni ka eks trakc yjne go nie
jest spo wod owa ny je dyn ie pod nies ieni em tem per atu ry.
Oprac owan¹ metodê au tor zy za stos owa li ró wnie¿ do eks -
trakc ji li dok ainy, me tad onu, pro poks yfe nu, nor prop o -
ksy fenu, dia zep amu i nor diaz epa mu z pró bek po bran ych
w cza sie sek cji zw³ok, w któ rych wcz eœniej wy kryto te
sub stanc je. Wy kon ane anal izy wy kaza³y, ¿e uzys kane
wy niki oz nac zeñ by³y na ogó³ wy ¿sze ni¿ w przy padku
sto sow ania kla syczn ej eks trakc ji ciecz-ciecz. Au tor zy
po staw ili hi pote zê, i¿ przy czyn ta kiego sta nu rze czy mo¿ -
na upa trywaæ w zry wan iu wi¹zañ tych sub stanc ji z bia³ -
kami osoc za dziê ki dzia³aniu pro mien iowa nia mi krof alo -
wego. Hi pot eza ta jed nak nie zo sta³a do tychc zas po -
twierd zona. 

Eks trakc ja wspo mag ana pro mien iowa niem mi krof a -
lo wym zo sta³a ró wnie¿ za stos owa na do wy osabn iania
na rkoty ków i ich me tabol itów z mo czu i osoc za. Fer -
nand ez i in. [3, 4] prze prow adz ili opty mali zac jê  ekstrak -
cji wspo mag anej mi krof ala mi mor finy, ko dei ny, 6-ace -
ty lom orfi ny, ko kai ny, ben zoi loek goniny, ko kae tyle nu,
EDDP oraz me tad onu ze wspo mnian ych ma ter ia³ów.
W przy padku eks trakc ji ana litów z mo czu, au tor zy prze -
prow adz ili opty mali zac jê pro cesu, bior¹c pod uwa gê ro -
dzaj roz puszc zalni ka oraz pH pró bki i czas eks poz ycji na
pro mien iowa nie mi krof alo we. Te mper atu rê pro cesu utrzy -
m ywa no na sta³ym po ziom ie 100°C. Otrzym ane przez
autorów re zult aty po twierd zi³y u¿ yteczn oœæ  opra co wanej 
me tody do izol acji ba dan ych na rko tyków i ich me tab o -
litów.

Ko lejne za stos owa nia me tody MAE do eks trakc ji
sk³ad n ików ak tywn ych z ró ¿nych form sta³ych le ków
przed staw ili Ho ang i in. [7]. Ze spó³ ten, wy kor zyst uj¹c
ek str akcjê mo del owe go zwi¹zku o na zwie Com pou nd A
(Merck & Co, Sta ny Zjed noc zone) z ta blet ek, zop tym ali -
zowa³ pro ced urê MAE, uwz glê dni aj¹c ta kie czyn niki, jak 
roz puszc zalnik eks trakc yjny oraz czas i tem per atu ra eks -
trakc ji. Uzys kane wa runki opty malne zo sta³y za stos owa -
ne do izol acji mon tel uka stu so dow ego (lek sto sow any
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w te rap ii astmy oskrzel owej) z ró¿nych form pre par atu
Sin gul air®. Okaza³o siê, ¿e wy niki od zys ku by³y poró w -
ny walne z wy nik ami uzys kiwa nymi za po moc¹  trady -
cyjnych me tod eks trakc yjny ch. Au tor zy po dkr eœlili jed -
nak, i¿ MAE wy maga bar dzo kró tkiego cza su eks trakc ji,
zw³asz cza w por ównaniu z tech nik ami tra dyc yjny mi (po -
nad czte rok rotne skró cen ie pro cesu) oraz umo ¿li wia jed -
noc zesne przy got owa nie du¿ej licz by prób ek. 

Ce lem przed staw iony ch w ni niejs zej pra cy bad añ
by³a pró ba za stos owa nia tech niki eks trakc ji w uk³adzie
ciecz-ciecz wspo mag anej pro mien iowa niem mi krof alo -
wym do izol owa nia mo del owy ch le ków psy chot ropo -
wych: nor doks epi ny, nor trypt yli ny, imip rami ny, ami -
trypty liny, dok sep iny oraz de zyp rami ny z krwi. W ra -
mach wy kon any ch prac ba dawc zych ocen iono równ ie¿
dok³adno œæ zop tym ali zow anej me tody eks trakc yjnej po -
przez wy znac zanie pa rame trów wa lid acy jnych oznac za -
nia ba dan ych le ków wy izol owa nych z ma trycy bio lo-
gicz nej za po moc¹ tech niki HPLC. 

2. Ma ter ia³y i me tody

W ba dan iach wy kor zyst ano na stê puj¹ce wzor ce: nor -
doks epi na (Nord), nor trypt yli na (Nort) (Sig ma, Sta ny
Zjed noc zone), de zyp rami na (Des), imip rami na (Imi),
amit rypty lina (Ami), dok sep ina (Dox), klo mip rami na
(IS) (Al dr ich, Niem cy). W trak cie badañ wy kor zyst ywa -
no wzor ce ro boc ze sporz¹dzo ne przez roz puszc zenie od -
pow iedni ej il oœci ka ¿dej sub stanc ji w me tan olu tak, by jej 
st ê¿e nie wy nosi³o 1 mg/ml. Wzor ce te da lej ro zcieñczano 
w za le¿noœci od po trzeby wod¹ de jon izo wan¹ lub  meta -
nolem. W trak cie badañ wy kor zyst ano ró wni e¿  odczyn -
niki: acet oni tryl, me tan ol (Merck, Niem cy), di me t ylo-
amina (Al dr ich, Niem cy), stê¿ ony kwas fos for owy (V),
n-hek san, al koh ol izoa mylo wy, wo dor otl enek sodu 30%,
kwas sol ny 32%, cy kloh eksan cz.d.a., octan etylu cz.,
acet on cz.d.a., to luen cz.d.a. (POCh, Pol ska). W  bada -
niach wy kor zyst ywano wodê de jon izo wan¹ o  przewod -
nictwie < 1 mS/cm. 

Do przy got owy wan ia prób ek krwi oraz oznac zania
ba dan ych le ków w ma ter iale bio log icznym sto sow ano
nas têp uj¹c¹ apa rat urê: 
– piec do ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (model

MarsX firmy CEM, Stany Zjednoczone), wypo sa -
¿ony w 14-pozycyjny ro tor na naczynia ekstrakcyjne
GreenChem®, w tym jedno naczynie kontrolne do
kontroli temperatury procesu; wytrz¹sarkê Kavalier
(firmy Sklarny, Czechos³owacja), któr¹ stosowano do 
ekstrakcji ciecz-ciecz; ³aŸniê ultradŸwiêkow¹ (firmy
Polsonic, Polska), któr¹ wykorzystywano do zapew -
niania homogenicznoœci próbek materia³u biolo gicz -
nego;

– chromatograf cieczowy model LaChrom D-7000
(firmy Merck-Hitachi, Niemcy), wyposa¿ony w auto -

matyczny podajnik próbek oraz detektor spektro foto -
metryczny z matryc¹ diod; rozdzia³ analitów pro -
wadzono na kolumnie chromatograficznej Spheri-5
C18, 100 mm ´ 4,6 mm (firmy Perkin-Elmer, Stany
Zjednoczone). Fazê ruchom¹ stanowi³a mieszanina
buforu fosforanowego (pH 2,35) z dodatkiem di me -
tyloaminy (0,1%) i acetonitrylu w stosunku objê toœ -
cio wym 1:1. Przep³yw fazy ruchomej wynosi³ 1 ml/min,
a detekcjê prowadzono przy d³ugoœci fali analitycznej 
l = 254 nm.
W ba dan iach za stos owa no dwie pro ced ury eks trakc ji

LLE i MAE obejm uj¹ce ekstr akcjê wspo mnian ych leków 
z rozt worów wod nych, a nas têpnie z krwi. Pro ced ura eks -
trakc yjna LLE po lega³a na po bran iu po 1 ml wod nego
roz tworu sze œciu lek ów (stê ¿enie ka¿ dego z lek ów wy -
nosi³o 0,2 mg/ml) do 4 fio lek o poj emnoœci 22 ml oraz
sporz¹dza niu „œle pej pró by” z 1 ml wody; do ka¿ dej
fiolki do daw ano 3 ml 0,6 M NaOH i mie szano, a nast êp -
nie 5 ml roz puszc zalni ka eks trakc yjne go. Fiolki szczel nie 
za myk ano kap slami alum ini owymi z kor kiem z PTFE
i ³agodn ie wytrz¹sano przez 10 min na wytrz¹sar ce, po
czym, ce lem roz dziel enia faz, od wir owy wano przez
10 min (3500 rpm). Po bier ano po 4 ml fazy or gan icznej.
Roz puszc zalnik od par owy wano w stru mien iu azotu
w tem per atu rze 45oC. Nas têp nie such¹ po zos ta³oœæ roz -
puszc zono w 250 ml roz puszc zalni ka eks trakc yjne go
i przez 2 min reeks trah owa no do 50 ml 0,05% H3PO4

z do dan ym wzor cem wewn êtrznym (4 mg/ml). Po  odwi -
ro wywaniu (10 min, 4500 rpm) do po miaru po bier ano
fazê wodn¹, któr¹ na stêp nie be zpoœ red nio wpro wad zano
na kolu mnê chro mat ogr afic zn¹ za po moc¹ au tom aty cz -
nego po dajn ika pr óbek.

Eks trakc ja MAE by³a pro wad zona wed³ug na stê pu -
j¹cej pro ced ury: po bier ano po 1 ml wod nego roz tworu
sze œciu lek ów (stê ¿enie ka¿ dego z lek ów wy nosi³o
0,2 mg/ml) do 4 na czyñ eks trakc yjny ch; rów nocze œnie
sporz¹dza no „œlep¹ pró bê” z 1 ml wody. Do ka¿ dego na -
czyn ia do daw ano 3 ml 0,6 M NaOH i mie szano, a  na -
stêpnie do daw ano 5 ml eks trah enta. Na czyn ia szczel nie
za myk ano i kie row ano do pie ca mi krof alo wego, po czym 
wy bier ano od pow iedni¹ pr oce durê (ta bela I). Po za koñ -
czeniu pro cesu eks trakc ji na czyn ia po zos tawi ano w pie cu 
do och³od zen ia (do ok. 27oC), a na stê pnie za war toœæ na -
czyñ eks trakc yjny ch prze nos zono do fio lek,  przemy wa -
j¹c na czyn ia 1 ml roz puszc zalni ka eks trakc yjne go. Po
od wir owy wan iu przez 10 min (3500 rpm) po bier ano po
5 ml fazy or gan icznej, a na stê pnie po stê powano tak sa -
mo, jak w przy padku eks trakc ji LLE.
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3. Wy niki 

3.1 Ba dan ia opty mal iza cyj ne 

Wstê pne ba dan ia opty mal iza cyj ne pro wad zono przy
u¿y ciu wod nych roz tworów sze œciu lek ów z gru py TLPD.
W tym celu po bier ano po 5 ml roz tworu me tan olo wego
ka ¿de go leku o st ê¿e niu 1 mg/ml do kol by o poj emnoœci
25 ml i dope³nia no do kre ski wod¹ de jon izo wan¹. St ê¿e -
nie ka ¿de go leku w tym roz twor ze wy nosi³o 0,2 mg/ml.
Tak sporz¹dza ne roz twory pod daw ano eks trakc ji LLE
i równ oczeœnie MAE dla czte rech ró¿n ych (pod k¹tem
che miczn ym) mie szan in eks trakc yjny ch (ta bela II).
G³ównym kry ter ium wy boru mie szan in eks trakc yjny ch
by³a ich zdo lnoœæ do ab sorb owa nia pro mien iowa nia mi -
krof alo wego, czy li za stos owa no mie szan iny za wier aj¹ce
sk³ad niki po larne, jak acet on i octan etylu w du¿y ch iloœ -
ciach.

Pi êci opunktow¹ krzyw¹ ka lib racy jn¹ sporz¹dza no
przy u¿y ciu wzo rców lek ów o stê ¿eniach 5; 2,5; 1,25;
0,625 i 0,3125 mg/ml. Wzor ce otrzym ywa no po przez od -
pow iednie ro zci eñcze nie wod nego roz tworu lek ów o stê -
¿eniu 20 mg/ml. Wy niki przed staw iaj¹ce wydaj noœci eks - 
trak cji [%] ba dan ych le ków z gru py TLPD otrzym ane
me tod ami LLE i MAE ze brano w ta beli II. Przyk³ad owy
chro mat ogr am przed staw iaj¹cy roz dzia³ ba dan ych  szeœ -
ciu TLPD i IS, po rów nuj¹cy ek str akcjê z wy kor zyst a -
niem pro ced ur LLE i MAE 60 oraz mie szan iny octan
etylu – cy kloh eksan jako roz puszc zalni ka eks trakc yjne -
go, przed staw iono na ry cin ie 1.

Na pod staw ie uzys kany ch wyni ków stwier dzono, i¿
za stos owa nie pro mien iowa nia mi krof alo wego do eks -
trak c ji ba dan ych le ków z gru py TLPD zde cyd owa nie ko -
rzystn ie wp³ywa na wzrost wydajnoœci eks trakc ji w po-
 równaniu do kla syczn ej eks trakc ji ciecz-ciecz (ry cina 1).
Na pod staw ie uzys kany ch wyda jnoœ ci eks trakc ji do kon a -
no ró wni e¿ wy boru naj leps zych war unków   ekstrakcyj -
nych do izol acji ba dan ych sub stanc ji z ich wod nych roz -
two rów. Opty malne wa runki eks trakc ji wspo mag anej mi -
kro f ala mi to eks trakc ja w tem per atu rze 60oC przez 3 min
mie szan in¹ n-hek san – al koh ol izoa mylo wy (99:1, v/v). 

4. Ba dan ia wa lid acy jne

Zop tym ali zow an¹ met odê eks trakc yjn¹ za stos owa no
do eks trakc ji ba dan ych le ków z gru py TLPD z pró bek
krwi ludz kiej. W celu sporz¹dze nia czte rop unkto wej
krzy wej ka lib racy jnej przy got owa no bezp oœr edn io w te -
flon owy ch na czyn iach eks trakc yjny ch pró bki krwi do -
tow anej wod nymi roz twor ami ba dan ych le ków.
Otrzym ano stê¿en ia: 2,00; 1,00; 0,50 i 0,125 mg/ml ka¿-
dego leku we krwi. Stê¿en ie IS w próbka ch by³o sta³e
(2,00 mg/ml). W dal szej kol ejnoœci na czyn ia te flon owe
umieszc zano w ³aŸni ultradŸ wiêk owej na 20 min ce lem

za pewn ienia ho moge nicz noœci pr óbki, a na stêp nie pod -
da wano zop tym ali zow anej pro ced urze eks trakc ji  mikro -
fa lowej.

Prze prow adz ono wali dacjê me tody oznac zania  szeœ -
ciu leków z gru py TLPD we krwi. Pre cyzjê i dok³adn oœæ
me tody zba dano na dwó ch po ziom ach st ê¿eñ: 0,2 mg/ml
(n = 5, w jed nej se rii) oraz 0,8 mg/ml (n = 4, w jed nej
 serii). Przyk³ad owe chro mat ogr amy przed staw iaj¹ce
uzys kane wy niki eks trakc ji ba dan ych le ków z krwi ze -
staw iono na ry cin ie 2. Gr ani cê wy kry walnoœci (LOD)
oraz gr ani cê oz nac zalnoœci (LOQ) ba dan ych an ali tów
wy znac zono ze wz orów:

LOD
SD

a
=

3 0 2,  , {1}

LOQ
SD

a
=

10 0 2,   , {2}

gdzie: SD0,2 – od chyl enie stan dard owe sy gna³u anal ity -
cznego przy anal izie 5 prób ek do tow any ch ba dan ymi
sub stanc jami w stê ¿eniu 0,2 mg/ml; a – na chyl enie krzy -
wej ka lib racy jnej.

Powta rzalnoœæ wzglê dnego cza su re tenc ji zba dano
w dwó ch se riach (n1 = 5 i n2 = 4) w ró ¿nych dniach.  Ana -
li za sta tys tyczna te stem t-Stu denta nie wy kaza³a  istot -
nych ró ¿nic wa rto œci wz glê dnych cz asów re tenc ji wy -
zna czon ych dla ka¿ dej se rii dla wszyst kich ba dan ych
TLPD. Po wta rzalnoœæ sy gna³u anal ity cznego (sto sun ek
wys oko œci piku po chodz¹cego od anal itu do piku po -
chodz¹cego od stan dardu wewn êtrz nego, H/HIS) zba dano 
przez wy znac zenie wz glêd nego od chyl enia stan dard o -
we go dla 5 (0,2 mg/ml) i 4 (0,8 mg/ml) prób ek anal izo -
wan ych wy bran¹ me tod¹. Ze wz glêdu na brak odpo -
wied niego ma ter ia³u re fer ency jnego, dok³ad noœæ oprac o -
wa nej me tody zba dano po przez an alizê wspo mnian ych
prób ek krwi z do datk iem anal itu, równ ie¿ na dwóch po -
ziom ach st ê¿eñ. Dok³ad noœæ wy znac zono w oparc iu
o wzór 3.

RE
c

=
-

×
m

m
100% , {3}

gdzie: c – wy znac zona wartoœæ st ê¿en ia; m – teo ret yczna
war toœæ rze czyw ista. Wy znac zone pa ram etry wa lid acy j -
ne me tody ze staw iono w ta beli III.

Pod sum owuj¹c wy niki wa lid acji, stwier dzono, ¿e gra -
nica ozn acz alnoœci ba dan ych le ków we krwi mi eœci siê
w za kres ie od 0,09 mg/ml (dla dok sep iny) do 0,3 mg/ml
(dla nor doks epi ny). Pow tarz aln oœæ sy gna³u anal ity cz ne -
go jest wy¿s za dla po ziomu 0,8 mg/ml i oscyl uje od
2,43% (dla dok sep iny) do 10,18% (dla de zyp rami ny).
Pro cent od zys ku na wy ¿sz ym po ziom ie st ê¿eñ ba dan ych
le ków by³ wi êks zy w po rów naniu z po ziom em 0,2 mg/ml. 
Wy nika to z fak tu, i¿ krew jest bar dzo skom plik owa nym
ma ter ia³em bio log icznym i przy ni skich st ê¿eniach ba -
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dan ych le ków we krwi in terf ere ncje po chodz¹ce od ma -
trycy w wi êksz ym stop niu rzu tuj¹ na otrzym ane wy niki. 

5. Pod sum owa nie i wnio ski

W prze prow adz onych ba dan iach pi lot a¿owych  zopty -
malizowano pr oce durê eks trakc ji wspo mag an¹ mi krof a -
la mi do wy osabn iania le ków psy chot ropo wych, tj. nor -
dok sep iny, nor trypt yli ny, amit rypty liny, imip rami ny, do -
k sep iny oraz de zyp rami ny dla ro ztw orów wod nych
wspo m nian ych wy¿ej leków. W ko lejn ym etap ie badañ
te sty wy kon ano ró wni e¿ przy u¿ yciu pr óbek krwi ludz -
kiej do tow anej TLPD oraz prze prow adz ono wali dacjê
me tody oznac zania tych leków w tego typu ma trycy. 

Wy niki uzys kane dziê ki za stos owa niu no wej  proce -
du ry eks trakc yjnej obejm uj¹cej ekstr akcjê mi krof alow¹
w tem per atu rze 60oC mie szan in¹ n-hek san – al koh ol izo -
a mylo wy (99:1, v/v) œwia dcz¹, i¿ eks trakc ja wspo mag a -
na mi krof ala mi jest tech nik¹ kon kur ency jn¹ w sto sunku do
eks trakc ji ciecz-ciecz (wydajnoœæ MAE rzêdu 80 –100%, 
LLE rzêdu 60–70%). Do datk owym atut em tej me tody
jest fakt, ¿e wszyst kie leki eks trah uj¹ siê w rów nym stop -
niu (powy ¿ej 70%), cze go do wod em s¹ wy niki otrzym a -
ne dla poszcz egó lnych leków. Me toda ta ta k¿e dz iêki
cha rakt ery sty cznemu i spe cyf iczne mu pro ces owi ogrze -
w ania mie szan iny eks trakc yjnej umo ¿liwia znacz ne
skró ce nie cza su eks trakc ji (któ ry wy nosi 3 mi nuty). 

Wy kon ane ba dan ia udow odni³y, ¿e u¿yc ie  promie -
nio wania mi krof alo wego do eks trakc ji tró jpie rœci e ni o -
wych lek ów prze ciwd epr esyj nych z krwi jest sku teczne
i w przysz³oœci mo¿e znaleŸæ za stos owa nie w  rutyno -
wych anal iza ch tok syk olo gic zno-s¹do wych. Na tym eta -
p ie badañ wy mag ane s¹ jed nak do datk owe doœ wiadcze-
nia maj¹ce na celu an alizê ró ¿nor odn ych pr óbek kon trol -
ny ch oraz ma ter ia³ów od nies ienia w celu spraw dzen ia
wiary godn oœci oprac owa nego postê pow ania anal ity cz -
nego.     
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