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Abstract

The aim of the presented research was to work out a complete analytical procedure for the determination of selected tricyclic anti-
depressant drugs (TCAD) in blood, encompassing the liquid-liquid extraction supported by the microwave-assisted extraction
(MAE), and evaluation of the validation parameters of the method of determination of these drugs by high performance liquid
chromatography. The research covered optimisation of conditions of extraction of the analysed compounds — amitryptyline,
imipramine, doxepine, nortryptyline, desipramine, nordoxepine, clomipramine (IS) — from aqueous solutions by classical lig-
uid-liquid extraction (LLE), supported by microwaves. Apparatus conditions of the microwave process were also optimised. The
HPLC-DAD technique was used in the evaluation of the efficiency of the extraction process. On the basis of these results, an ex-
traction procedure was developed, encompassing application of a mixture of hexane and isoamyl alcohol (99:1, v/v) as an extrac-
tion solvent and performance of microwave extraction at 60°C for 3 minutes. The procedure was applied in the extraction of
selected psychotropic drugs in blood. The complete method of TCAD drugs determination in blood was validated and validation
parameters for each compound were determined: detection limit (0.03—0.09 pg/ml), quantification limit (0.11- 0.22 pg/ml), re-
peatability for two different concentrations (0.2 pg/ml: 4.28-18.05 RSD%; 0.8 ng/ml: 2.43-10.18 RSD%) and linearity
(0.15-2.00 pg/ml). It was found that liquid-liquid extraction supported by microwaves allows a higher extraction efficiency
(80—-100%) to be obtained than classical liquid-liquid extraction (60—70%), and that all drugs are extracted at the same level.
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1. Introduction Current analytical methods allow us to determine
very low concentrations of determined compounds,

Microwave-assisted  liquid-liquid  extraction but the analytical process is generally burdened by an
(MAE) is arelatively new technique used in toxicolog- expensive and time consuming process of sample pre-
ical analysis. Such a method of sample preparation, in paration. Various extraction procedures are used with
the opinion of several authors, allows effective extrac- the aim of isolating organic compounds. Their dyna-
tion of various chemical compounds, including medi- mic development has been observed since the first ap-

cines and drugs, from complex biological matrices. plication of a Soxhlet extraction in 1879. This method
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is characterised by high consumption of extraction sol-
vent and a long extraction process. These factors have
caused growth in research into other techniques of iso-
lation of analytes from a sample matrix [9].

In 1986, Ganzler et al. published the first paper
which described application of microwaves to analytes
extraction from organic samples. They described ex-
traction of raw fats and additives from food and pesti-
cides from soil by application of microwave-assisted
extraction. Their experiments showed a different heat-
ing process kinetics in comparison to the classical ap-
proach and the results of the extraction process were
characterised by a higher extraction efficiency than
application of the Soxhlet technique or super-fluid ex-
traction (SFE) [6]. From that moment many research-
ers began experiments with the aim of studying
possibilities of application of MEA as a new extraction
technique.

The main application of microwave-assisted lig-
uid-liquid extraction turned out to be isolation of ana-
lytes from soil, sediments, ashes and plants [1, 2, 7, 10,
11, 12]. In the literature, only a few papers have been
noted on isolation of active compounds from pharma-
ceutical species as well as medicines and drugs (to-
gether with their metabolites) from blood, plasma and
serum.

Franke et al. [5] worked out a method of isolation
of six xenobiotics from plasma and serum by applica-
tion of the microwave focusing system and open con-
tainers. The authors also compared the developed
procedure with classical liquid-liquid extraction
(LLE) and LLE at increased temperature (80°C). The
performed research on samples spiked with determi-
ned compounds did not show MAE to have significant
advantages in comparison with the LLE technique. In
the case of lidocaine, diazepam and methadone, the
obtained efficiency values were lower then in the case
of LLE. The recovery values of determined com-
pounds obtained for extraction at an increased temper-
ature were only at the level of several percent, which
could suggest that in the MAE technique, the mecha-
nism of transport of analytes from the sample to the ex-
traction solvent is not solely caused by a temperature
increase. The authors used the worked out procedure
with the aim of extraction of lidocaine, methadone,
propoxyfene, norpropoxyfene, diazepam and nordia-
zepam from samples collected during a post-mortem
examination, in which these compounds had been pre-
viously detected. Performed analyses showed that the
obtained results of determination were in general
higher than in the case of application of classical lig-
uid-liquid extraction. The authors put forward the hy-
pothesis that the reason for such a situation could be

the breaking of bonds between these compounds and
plasma proteins because of the application of micro-
waves. This hypothesis, however, has not yet been
confirmed.

Microwave-assisted extraction was also applied in
order to isolate drugs and their metabolites from urine
and plasma. Fernandez et al. [3, 4] carried out optimi-
sation of microwave-assisted extraction of morphine,
codeine, 6-acetylmorphine, cocaine, benzoylecgoni-
ne, cocaethylene, EDDP and methadone from the
mentioned materials. The authors took into account
the kind of solvent, sample pH and duration of sample
exposure to microwaves during performed optimisa-
tion in the case of extraction from urine. The tempera-
ture was kept at a constant level of 100°C during the
whole process. The results obtained by the authors
confirmed the usefulness of the worked-out procedure
in the isolation of analysed drugs and their metabo-
lites.

Hoang et al. presented other applications of MAE
to the extraction of active components from various
forms of solid medicines [7]. This group of researchers
optimised the MAE procedure, taking into account the
following factors: the extraction solvent, time and
temperature, on the basis of a model compound called
Compound A (Merck & Co, USA) presented in tables.
The obtained optimal conditions were used in the iso-
lation of sodium montelukast (this medicine is used in
the treatment of bronchial asthma) from various forms
of Singulair®. Obtained recovery results were com-
pared to results obtained by the application of classical
extraction methods. The authors emphasised that
MAE offers a very short extraction time especially in
comparison to classical techniques (over four times
shorter) and it allows preparation of a large number of
samples at the same time.

The aim of the research presented in this paper was
to attempt to apply microwave-assisted liquid-liquid
extraction to isolation of psychotropic medicines: nor-
tryptyline, nordoxepine, imipramine, amitryptyline,
doxepine and desipramine in blood. The accuracy of
the optimised extraction method was also evaluated
during the performed research. This was done by esti-
mation of validation parameters of the method of de-
termination of analysed medicines from a biological
matrix by HPLC.

2. Materials and methods

The following standards were used in the research:
nordoxepine (Nord), nortryptyline (Nort) (Sigma,
USA), desipramine (Des), imipramine (Imi),
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amitryptyline (Ami), doxepine (Dox), clomipramine
(IS) (Aldrich, Germany). In the course of the research,
working standards were obtained by dilution of a suit-
able amount of each compound in methanol in such
a way that the concentration was 1 mg/ml. If it was
necessary, other standard solutions were obtained by
dilution with deionized water or methanol. The fol-
lowing compounds were also used in the research:
acetonitrile, methanol (Merck, Germany), dimethyl-
amine (Aldrich, Germany), concentrated phosphoric
acid (V), n-hexane, isoamyl alcohol, 30% sodium hy-
drate, 32% hydrochloric acid, cyclohexane (analytical
pure), ethyl acetate (pure), acetone (analytical pure),
toluene (analytical pure) (POCh, Poland). Deionised
water (conductivity < 1 pS/cm) was used in the ana-
lysis.

The following apparatus was applied in the prepa-
ration of blood samples and determination of selected
drugs in biological material:

—an oven for microwave-assisted extraction
(MarsX, CEM, USA) equipped with a 14-position
rotor for GreenChem® extraction containers, in-
cluding one control container used to control the
temperature of the process; a shaker (Kavalier,
Sklarny, Czechoslovakia), which was applied in
liquid-liquid extraction; an ultrasonic bath (Pol-
sonic, Poland), which was used to ensure the ho-
mogeneity of biological material;

— aliquid chromatograph (LaChrom D-7000, Merck-
Hitachi, Germany), equipped with an autosampler
and a diode-array spectrophotometric detector; ana-
lytes were separated by the application of the chro-
matographic column Spheri-5 C18, 100 x 4.6 mm,
Perkin- Elmer, USA. The mobile phase was a 1:1
v/v mixture of phosphate buffer (pH = 2.35) with
addition of diethylamine (0.1%) and acetonitrile.
The flow of the mobile phase was 1 ml/min, and de-
tection was carried out at A = 254 nm.

Two extraction procedures (LLE and MAE) were
used in the research to extract the above mentioned
drugs from aqueous solutions and after that from
blood.

The LLE extraction procedure was as follows: 1 ml
of aqueous solution of each of the six drugs was col-
lected (the concentration of each drug was 0.2 pg/ml)
and placed in four 22-ml vials, and a “blank sample”,
i.e. 1 ml of water, was also prepared; 3 ml of NaOH
0.6 M was added to each vial and mixed. After that,
5 ml of extraction solvent was added. Vials were
tightly closed with an aluminium crown cap with
a PTFE plug and were gently shaken for 10 minutes in
a shaker. After that they were centrifuged for 10 min-
utes (3500 rpm) with the aim of phases separation.
Next 4 ml of organic phase was collected. The solvent
was evaporated at 45°C in a nitrogen atmosphere.
Next, dry residues were diluted in 250 pl of extraction
solvent, and re-extracted for 2 minutes into 50 pl
0.05% H;PO, with added IS (4 png/ml). After evapora-
tion (10 min, 4500 rpm), the aqueous phase was col-
lected for analysis. It was directly injected onto a chro-
matographic column by auto-sampler application.

MAE extraction was performed according to the
following procedure: 1 ml of aqueous solution of each
of the six drugs was collected (the concentration of
each drug was 0.2 pg/ml) and placed in 4 extraction
containers. A “blank sample” — 1 ml of water — was
also prepared. 3 ml of 0.6 M NaOH was added to each
vial and mixed. After that 5 ml of extraction solvent
was added. Containers were tightly closed and placed
in a microwave oven. A suitable procedure was se-
lected (Table I). After extraction, containers were left
to cool to a temperature of ca. 27°C and next the con-
tent of each container was transferred to vials, finished
by washing containers with 1 ml of extraction solvent.
After centrifugation for 10 min (3500 rpm), 5 ml of or-
ganic phase was collected, and then analysis was per-
formed according to the LLE extraction procedure.

TABLE I. MICROWAVE-ASSISTED EXTRACTION PROCEDURES

Abbreviations  Extraction procedure Extraction temperature Extraction time
MAE 15% Microwave-assisted extraction with Not measured” 1 min
application of 15% of 300 W
MAE 50 50°C .
MAE 60 Microwave-assisted extraction with 60°C Temper.ature ramp: 2 min
a temperature ramp Extraction: 1 min
MAE 70 70°C

" The effective power was 45 W during the whole extraction process.

** Due to equipment limitations.
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TABLE II. A COMPARISON OF EXTRACTION EFFECTIVENESS WHEN USING MICROWAVE-ASSISTED EXTRACTION
AND LIQUID-LIQUID EXTRACTION TECHNIQUES

Extraction solvent Medicine Nordoxe-  Nortrypty-  Desipra-  Amitryp- Imipra-  Doxepine
method pine line mine tyline mine [%]
[%] [%] [%] [%] [%]
n-hexane — LLE 64.4 74.3 53.1 50.0 95.1 73.8
isoamyl alcohol 0
99:1 (vv) [8] MAE 15% 45.9 79.8 394 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 acetate — LLE 243 86.7 26.4 289 94 .4 86.2
cyclohexane MAE 15% 232 90.8 24.6 29.7 98.0 90.7
1:1 (v/v) [2]
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 87.9 454 62.5 120.5 94.4
Toluene — isoamyl LLE 89.6 115.3 543 73.7 118.4 89.8
alcohol — n-hexane
76:4:20 (vIVIY) MAE 50 105.0 - 96.0 102.3 128.8 95.5
[2,5] MAE 60 52.4 139.3 37.6 35.8 36.6 29.8
n-hexane — acetone LLE 48.0 533 42.8 48.7 53.2 70.0
3B vm 2] MAE 15% 454 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

[TERL)

a lack of a peak on a chromatogram.

3. Results
3.1. Optimisation research

Preliminary optimisation research was performed
on aqueous solutions of the six TCAD drugs. To this
end, 5 ul methanol 1 mg/ml solution of each drug was
placed in a 25 ml volume flask and filled up to 25 ml
with deionised water. The concentration of the drug in
the final solution was 0.2 pg/ml. The prepared solu-
tions were subjected to both LLE and MAE, applying
four different (from a chemical point of view) extrac-
tion mixtures (Table II). The main criterion of selec-
tion of extraction mixtures was their ability to absorb
microwaves, i.e. mixtures which contain polar com-
pounds such as acetone and ethyl acetate at high con-
centrations.

A five-point calibration curve was constructed on
the basis of drug standards at the following concentra-
tions: 5; 2.5; 1.25; 0.625 and 0.3125 pg/ml. Standards
were obtained by appropriate dilution of the 20 pg/ml
aqueous drugs solution.

Results showing the extraction effectiveness [%]
of the analysed group of TCAD drugs obtained by the
LLE and MAE methods are presented in Table II. An
example chromatogram showing separation of the six
analysed TCAD and the IS, and comparing extraction
results obtained by LLE and MAE 60 and also a mix-
ture of ethyl acetate-cyclohexane as an extraction sol-
vent, is presented in Figure 1.

On the basis of obtained results, it was concluded
that application of microwaves to the extraction of se-
lected drugs from the TCAD group has an important
positive influence on increasing efficiency of extrac-
tion in comparison with classical liquid-liquid extrac-
tion (Figure 1). A selection of the best conditions of
extraction of analysed compounds from their aqueous
solution was made on the basis of obtained values of
extraction efficiency. The optimal conditions of ex-
traction assisted by microwaves were: extraction by
the mixture n-hexane — isoamyl alcohol (99:1, v/v) at
60°C for 3 minutes.
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Fig. 1. A comparison of the effectiveness of extraction of
nordoxepine (1), nortryptyline (2), desipramine (3), ami-
tryptyline (4), imipramine (5), doxepine (6) and clomipra-
mine. (IS) by LLE and MAE 60 procedure with application
of ethyl acetate — cyclohexane mixture.

4. Validation research

The optimised extraction method was used for ex-
traction of analysed TCAD from human blood. Sam-
ples of blood spiked with aqueous solutions of ana-
lysed drugs were prepared directly in Teflon extraction
containers with the aim of creating a four-point cali-
bration curve. The following concentrations were ob-
tained: 2.00; 1.00; 0.50 and 0.125 pg/ml of each drug
in blood. The IS concentration in each sample was
constant (2.00 pg/ml). After this, the Teflon containers
were placed in an ultrasonic bath for 20 minutes, with
the aim of ensuring sample homogeneity, and next
they were subjected to the optimised procedure of mi-
crowave extraction.

Validation of the method of determination of the
six TCAD drugs in blood was carried out. Precision
and accuracy were analysed at two different concen-
tration levels: 0.2 pug/ml (n = 5, only one analytical
run) and 0.8 pg/ml (n =4, only one analytical run). Ex-
ample chromatograms illustrating results obtained af-
ter extraction of the analysed drugs in blood are
presented in Figure 2. The limit of detection (LOD)
and the limit of quantification (LOQ) of the analysed
analytes were calculated on the basis of formulas:

LOD:% (1}
a
LOQ = 710'5:)02 2}

where: SD,, —standard deviation of the analytical
signal obtained during analysis of 5 samples spiked

with analysed compounds at 0.2 pg/ml concentration,
a — the slope of the calibration curve.
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Fig. 2. Chromatograms of extracts of a mixture of analysed
medicines in control blood samples and in a blank sample.

The reproducibility of the relative retention time
was analysed in two runs (n; = 5 and n, = 4), on two
different days. A statistical analysis by the t-Student
test did not reveal important differences between val-
ues of relative retention times determined within each
analytical run for each of the analysed TCAD. The
reproducibility of the analytical signal (the ratio of the
analyte peak height to the internal standard peak
height, H/HIS) was analysed by determination of the
relative standard deviation for 5 (0.2 pg/ml) and 4
(0.8 pg/ml) samples analysed by the selected method.
The accuracy of the worked out procedure was exam-
ined by an analysis of the above mentioned blood sam-
ples after they had been spiked by an analyte solvent
(two different concentrations were used). Such a pro-
cedure was used because of a lack of suitable reference
material. The accuracy was calculated as follows:

RE =*~5.100% (31
u

where: ¢ — found concentration value, u — theoretical
true concentration value. Determined validation param-
eters are presented in Table II1.

It could be concluded, on the basis of validation re-
sults, that the limit of detection of analysed drugs was in
the range from 0.09 pg/ml (for doxepine) to 0.3 pg/ml
(for nordoxepine). The repeatability of the analytical
signal is higher for a level of 0.8 pg/ml and varies from
2.43% (for doxepine) to 10.18% (for desipramine).
The recovery percentage for the higher concentration
of analysed drugs was higher in comparison with the
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TABLE III. VALIDATION PARAMETERS

Parameter Nord Nort Des Ami Imi Dox
Linearity, pg/ml 0.15-2.00 0.16-2.00 0.15-2.00 0.11-2.00 0.11-2.00 0.09-2.00
Slope, a 0.64 0.69 0.46 0.48 0.68 0.58
Intersection, b 0.05 0.11 0.03 0.03 0.11 0.09
Determination coefficient, R*  0.9993 0.9973 0.9986 0.9986 0.9981 0.9979
LOD, pg/ml 0.09 0.05 0.06 0.05 0.03 0.03
LOQ, ng/ml 0.30 0.16 0.22 0.18 0.11 0.09
A reproducibility of a relative  0.19 0.10 0.09 0.21 0.09 0.16
retention time in a one

analytical run, RSD%

A reproducibility of a relative ~ 0.28 0.32 0.33 0.27 0.19 0.30
retention time between various

analytical runs, RSD%

A reproducibility of analytical ~ 18.05 8.65 13.04 11.25 5.49 4.28
signal (H/Hs) on 0.2 ng/ml

level (n =5), RDS%

A reproducibility of analytical ~ 7.76 3.45 10.18 9.40 5.23 2.43
signal (H/H,s) on 0.8 ng/ml

level (n =4), RDS%

RE 0.2 pg/ml, % 89.0 101.6 84.1 82.8 101.4 97.8
RE 0.8 pg/ml, % 101.2 103.9 95.2 97.2 100.8 103.5

0.2 pg/ml level. This stems from the fact that blood is a
very complex biological material and when analysed
drugs are present at a low concentration, then matrix
interferences have a greater influence on the obtained
results.

5. Conclusions

The procedure of microwave-assisted extraction of
psychotropic drugs, i.e. nordoxepine, nortryptyline,
amitryptyline, imipramine, doxepine and desipramine
in aqueous solutions was optimised during the per-
formed preliminary research. In the next step, tests
were performed on samples of human blood, spiked
with TCAD and validation of the method of determi-
nation of these drugs was also carried out in this type
of matrix.

Results obtained by application of the new extrac-
tion procedure, encompassing microwave-assisted ex-
traction at 60°C, with a mixture of n-hexane—isoamyl
alcohol (99:1, v/v), are evidence that microwave-as-
sisted extraction is a competitive technique relative to
liquid-liquid extraction (MAE efficiency was
80-100% whilst LLE efficiency was 60-70%). An-

other positive feature of this method is the fact that all
drugs are extracted at the same level (above 70%),
which was confirmed by results obtained for particular
dugs. This method allowed reduction of time of extrac-
tion (to 3 minutes) thanks to application of the charac-
teristic and specific process of extraction mixture
heating.

The performed research showed that application of
microwaves to extraction of tricyclic antidepressant
drugs from blood samples is effective and in the future
could be used in routine toxicological analysis for fo-
rensic purposes. At this stage of research, however, ad-
ditional experiments are required aimed at analysis of
various control samples and reference materials in or-
der to check the reliability of the developed analytical
procedure.
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ZASTOSOWANIE EKSTRAKCJI WSPOMAGANEJ PROMIENIOWANIEM
MIKROFALOWYM DO WYOSABNIANIA LEKOW
PSYCHOTROPOWYCH Z MATERIALU BIOLOGICZNEGO

1. Wstep

Wspotczesne metody analityczne pozwalaja wyzna-
czy¢ bardzo matle stgzenia oznaczanych zwiazkow, jed-
nak proces analizy obarczony jest na ogo6t kosztownym
i dlugotrwatym procesem przygotowania probki. Do izo-
lacji zwiazkow organicznych stosowana jest szeroka ga-
ma technik ekstrakcyjnych, wciaz dynamicznie rozwi-
janych od czasu pierwszego zastosowania ekstrakcji
Soxhleta w 1879 roku. Metodg te charakteryzuje duze
zuzycie rozpuszczalnika ekstrakcyjnego oraz dlugi czas
trwania procesu. Powyzsze czynniki spowodowaty wigc
rozkwit badan nad poszukiwaniem innych technik poz-
walajacych na izolacjg analitow z matrycy probki [9].

Ekstrakcja ciecz-ciecz wspomagana mikrofalami
(MAE) jest stosunkowo nowa technika wykorzystywana
w badaniach toksykologicznych. Jednoczesnie tego typu
przygotowanie probki, zdaniem wielu autorow, zapewnia
skuteczne wyosabnianie roznych substancji chemicz-
nych, w tym lekéw i narkotykow, ze skomplikowanych
matryc biologicznych.

Pierwsza praca opisujaca zastosowanie promieniowa-
nia mikrofalowego do ekstrakcji analitow z probek orga-
nicznych byla publikacja Ganzlera i in. z 1986 roku.
Przedstawili oni ekstrakcj¢ surowych tluszczy i dodat-
kéw z pozywienia oraz pestycydow z gleb przy pomocy
ekstrakcji wspomaganej mikrofalami. Przeprowadzone
przez nich doswiadczenia ukazaly odmienna kinetyke
procesu ogrzewania probki w poréwnaniu do konwen-
cjonalnego sposobu, a wyniki ekstrakcji odznaczaly si¢
wigksza wydajnoscia niz przy zastosowaniu ekstrakcji
technikami Soxhleta czy ekstrakcji ptynem w stanie nad-
krytycznym (SFE) [6]. Od tego momentu liczne grupy
badaczy rozpoczely doswiadczenia majace na celu zba-
danie mozliwosci MAE jako nowej techniki ekstrak-
cyjne;j.

Ekstrakcja ciecz-ciecz wspomagana promieniowaniem
mikrofalowym znalazta gléownie zastosowanie w wy-
osabnianiu analitow z gleb, osadow dennych, popiotow
iroslin [1, 2,7, 10, 11, 12]. W literaturze przedmiotu od-
notowano zaledwie kilka publikacji poswigconych izo-
lacji substancji aktywnych z preparatow farmaceutycz-
nych, a takze narkotykow i lekow (wraz z ich metaboli-
tami) z krwi, osocza i surowicy.

Franke i in. [5] opracowali metodg izolacji szeSciu
ksenobiotykdéw z surowicy i krwi, wykorzystujac tzw.
mikrofalowy system skupiajacy oraz naczynia otwarte.
Autorzy dokonali rowniez poréwnania opracowanej me-

tody z klasyczna ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE) oraz eks-
trakcja LLE w podwyzszonej temperaturze (80°C). Ana-
lizy obejmujace probki surowicy dotowanej badanymi
substancjami nie wykazaty znaczacej przewagi ekstrakcji
MAE nad technika LLE, a w przypadku lidokainy, dia-
zepamu 1 metadonu, otrzymane wydajnosci byty nizsze
niz w przypadku ekstrakcji LLE. Odzysk badanych
zwiazkow uzyskany przy ekstrakcji w podwyzszonej
temperaturze byt zaledwie na poziomie kilku procent, co
sugeruje, iz w technice MAE mechanizm przechodzenia
analitow z probki do rozpuszczalnika ekstrakcyjnego nie
jest spowodowany jedynie podniesieniem temperatury.
Opracowana metodg autorzy zastosowali rowniez do eks-
trakcji lidokainy, metadonu, propoksyfenu, norpropo-
ksyfenu, diazepamu i nordiazepamu z prébek pobranych
w czasie sekcji zwlok, w ktorych wezesniej wykryto te
substancje. Wykonane analizy wykazaty, ze uzyskane
wyniki oznaczen byly na ogdt wyzsze niz w przypadku
stosowania klasycznej ekstrakcji ciecz-ciecz. Autorzy
postawili hipotezg, iz przyczyn takiego stanu rzeczy moz-
na upatrywaé¢ w zrywaniu wiazan tych substancji z biat-
kami osocza dzigki dziataniu promieniowania mikrofalo-
wego. Hipoteza ta jednak nie zostata dotychczas po-
twierdzona.

Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofa-
lowym zostata rowniez zastosowana do wyosabniania
narkotykoéw i ich metabolitow z moczu i osocza. Fer-
nandez i in. [3, 4] przeprowadzili optymalizacj¢ ekstrak-
cji wspomaganej mikrofalami morfiny, kodeiny, 6-ace-
tylomorfiny, kokainy, benzoiloekgoniny, kokaetylenu,
EDDP oraz metadonu ze wspomnianych materiatow.
W przypadku ekstrakceji analitow z moczu, autorzy prze-
prowadzili optymalizacjg procesu, biorac pod uwagg ro-
dzaj rozpuszczalnika oraz pH probki i czas ekspozycji na
promieniowanie mikrofalowe. Temperaturg procesu utrzy-
mywano na statym poziomie 100°C. Otrzymane przez
autorow rezultaty potwierdzity uzyteczno$¢ opracowane;j
metody do izolacji badanych narkotykdw i ich metabo-
litow.

Kolejne zastosowania metody MAE do ekstrakcji
sktadnikow aktywnych z réznych form statych lekow
przedstawili Hoang i in. [7]. Zespot ten, wykorzystujac
ekstrakcj¢ modelowego zwiazku o nazwie Compound A
(Merck & Co, Stany Zjednoczone) z tabletek, zoptymali-
zowat procedur¢ MAE, uwzgledniajac takie czynniki, jak
rozpuszczalnik ekstrakcyjny oraz czas i temperatura eks-
trakcji. Uzyskane warunki optymalne zostaty zastosowa-
ne do izolacji montelukastu sodowego (lek stosowany
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w terapii astmy oskrzelowej) z roznych form preparatu
Singulair®. Okazato sie, ze wyniki odzysku byly poréw-
nywalne z wynikami uzyskiwanymi za pomoca trady-
cyjnych metod ekstrakcyjnych. Autorzy podkreslili jed-
nak, iz MAE wymaga bardzo krétkiego czasu ekstrakc;ji,
zwlaszcza w poréwnaniu z technikami tradycyjnymi (po-
nad czterokrotne skrocenie procesu) oraz umozliwia jed-
noczesne przygotowanie duzej liczby probek.

Celem przedstawionych w niniejszej pracy badan
bylta proba zastosowania techniki ekstrakcji w uktadzie
ciecz-ciecz wspomaganej promieniowaniem mikrofalo-
wym do izolowania modelowych lekoéw psychotropo-
wych: nordoksepiny, nortryptyliny, imipraminy, ami-
tryptyliny, doksepiny oraz dezypraminy z krwi. W ra-
mach wykonanych prac badawczych oceniono réwniez
doktadnos$¢ zoptymalizowanej metody ekstrakcyjnej po-
przez wyznaczanie parametrow walidacyjnych oznacza-
nia badanych lekéw wyizolowanych z matrycy biolo-
gicznej za pomocg techniki HPLC.

2. Materialy i metody

W badaniach wykorzystano nastgpujace wzorce: nor-
doksepina (Nord), nortryptylina (Nort) (Sigma, Stany
Zjednoczone), dezypramina (Des), imipramina (Imi),
amitryptylina (Ami), doksepina (Dox), klomipramina
(IS) (Aldrich, Niemcy). W trakcie badan wykorzystywa-
no wzorce robocze sporzadzone przez rozpuszczenie od-
powiedniej ilo$ci kazdej substancji w metanolu tak, by jej
stezenie wynosito 1 mg/ml. Wzorce te dalej rozcieniczano
w zalezno$ci od potrzeby woda dejonizowana lub meta-
nolem. W trakcie badan wykorzystano réwniez odczyn-
niki: acetonitryl, metanol (Merck, Niemcy), dimetylo-
amina (Aldrich, Niemcy), stgzony kwas fosforowy (V),
n-heksan, alkohol izoamylowy, wodorotlenek sodu 30%,
kwas solny 32%, cykloheksan cz.d.a., octan etylu cz.,
aceton cz.d.a., toluen cz.d.a. (POCh, Polska). W bada-
niach wykorzystywano wodg dejonizowang o przewod-
nictwie < 1 uS/cm.

Do przygotowywania probek krwi oraz oznaczania
badanych lekow w materiale biologicznym stosowano
nastgpujaca aparaturg:

— piec do ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (model
MarsX firmy CEM, Stany Zjednoczone), wyposa-
zony w 14-pozycyjny rotor na naczynia ekstrakcyjne
GreenChem®, w tym jedno naczynie kontrolne do
kontroli temperatury procesu; wytrzasarke Kavalier
(firmy Sklarny, Czechostowacja), ktdorg stosowano do
ekstrakcji ciecz-ciecz; taznig ultradzwigkowa (firmy
Polsonic, Polska), ktéra wykorzystywano do zapew-
niania homogenicznoS$ci probek materiatu biologicz-
nego;

— chromatograf cieczowy model LaChrom D-7000
(firmy Merck-Hitachi, Niemcy), wyposazony w auto-

matyczny podajnik probek oraz detektor spektrofoto-

metryczny z matrycg diod; rozdziat analitow pro-

wadzono na kolumnie chromatograficznej Spheri-5

C18, 100 mm x 4,6 mm (firmy Perkin-Elmer, Stany

Zjednoczone). Faze ruchoma stanowita mieszanina

buforu fosforanowego (pH 2,35) z dodatkiem dime-

tyloaminy (0,1%) i acetonitrylu w stosunku objgtos-
ciowym 1:1. Przeplyw fazy ruchomej wynosit 1 ml/min,

a detekcjg prowadzono przy dtugos$ci fali analityczne;j

A =254 nm.

W badaniach zastosowano dwie procedury ekstrakcji
LLE i MAE obejmujace ekstrakcj¢ wspomnianych lekow
z roztworéw wodnych, a nastgpnie z krwi. Procedura eks-
trakcyjna LLE polegata na pobraniu po 1 ml wodnego
roztworu szesciu lekow (st¢zenie kazdego z lekow wy-
nosito 0,2 pg/ml) do 4 fiolek o pojemnosci 22 ml oraz
sporzadzaniu ,,Slepej proby” z 1 ml wody; do kazdej
fiolki dodawano 3 ml 0,6 M NaOH i mieszano, a nastgp-
nie 5 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego. Fiolki szczelnie
zamykano kapslami aluminiowymi z korkiem z PTFE
i tagodnie wytrzasano przez 10 min na wytrzasarce, po
czym, celem rozdzielenia faz, odwirowywano przez
10 min (3500 rpm). Pobierano po 4 ml fazy organiczne;j.
Rozpuszczalnik odparowywano w strumieniu azotu
w temperaturze 45°C. Nastgpnie sucha pozostato$¢ roz-
puszczono w 250 ul rozpuszczalnika ekstrakcyjnego
i przez 2 min reekstrahowano do 50 ul 0,05% H;PO,
z dodanym wzorcem wewngtrznym (4 pg/ml). Po odwi-
rowywaniu (10 min, 4500 rpm) do pomiaru pobierano
fazg¢ wodna, ktora nastgpnie bezposrednio wprowadzano
na kolumng chromatograficzna za pomoca automatycz-
nego podajnika probek.

Ekstrakcja MAE byla prowadzona wedlug nastgpu-
jacej procedury: pobierano po 1 ml wodnego roztworu
szesciu lekow (stgzenie kazdego z lekéw wynosito
0,2 pg/ml) do 4 naczyn ekstrakcyjnych; rownoczesnie
sporzadzano ,,$lepa probe” z 1 ml wody. Do kazdego na-
czynia dodawano 3 ml 0,6 M NaOH i mieszano, a na-
stepnie dodawano 5 ml ekstrahenta. Naczynia szczelnie
zamykano i kierowano do pieca mikrofalowego, po czym
wybierano odpowiednia procedure (tabela I). Po zakon-
czeniu procesu ekstrakcji naczynia pozostawiano w piecu
do ochtodzenia (do ok. 27°C), a nastepnie zawarto$¢ na-
czyn ekstrakcyjnych przenoszono do fiolek, przemywa-
jac naczynia 1 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego. Po
odwirowywaniu przez 10 min (3500 rpm) pobierano po
5 ml fazy organicznej, a nastgpnie postgpowano tak sa-
mo, jak w przypadku ekstrakcji LLE.
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3. Wyniki
3.1 Badania optymalizacyjne

Wstepne badania optymalizacyjne prowadzono przy
uzyciu wodnych roztworéw szesciu lekéw z grupy TLPD.
W tym celu pobierano po 5 pl roztworu metanolowego
kazdego leku o st¢zeniu 1 mg/ml do kolby o pojemnosci
25 ml i dopetniano do kreski woda dejonizowana. Stgze-
nie kazdego leku w tym roztworze wynosito 0,2 pg/ml.
Tak sporzadzane roztwory poddawano ekstrakcji LLE
i rownocze$nie MAE dla czterech roznych (pod katem
chemicznym) mieszanin ekstrakcyjnych (tabela II).
Gloéwnym kryterium wyboru mieszanin ekstrakcyjnych
byta ich zdolno$¢ do absorbowania promieniowania mi-
krofalowego, czyli zastosowano mieszaniny zawierajace
sktadniki polarne, jak aceton i octan etylu w duzych ilos-
ciach.

Pigciopunktowa krzywa kalibracyjna sporzadzano
przy uzyciu wzorcéw lekow o stezeniach 5; 2,5; 1,25;
0,62510,3125 pg/ml. Wzorce otrzymywano poprzez od-
powiednie rozcienczenie wodnego roztworu lekow o ste-
zeniu 20 pg/ml. Wyniki przedstawiajace wydajnosci eks-
trakcji [%] badanych lekoéw z grupy TLPD otrzymane
metodami LLE i MAE zebrano w tabeli II. Przyktadowy
chromatogram przedstawiajacy rozdziat badanych szes-
ciu TLPD i IS, porownujacy ekstrakcj¢ z wykorzysta-
niem procedur LLE i MAE 60 oraz mieszaniny octan
etylu — cykloheksan jako rozpuszczalnika ekstrakcyjne-
g0, przedstawiono na rycinie 1.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, iz
zastosowanie promieniowania mikrofalowego do eks-
trakcji badanych lekéw z grupy TLPD zdecydowanie ko-
rzystnie wplywa na wzrost wydajnosci ekstrakcji w po-
réwnaniu do klasycznej ekstrakceji ciecz-ciecz (rycina 1).
Na podstawie uzyskanych wydajnosci ekstrakcji dokona-
no réowniez wyboru najlepszych warunkéw ekstrakcyj-
nych do izolacji badanych substancji z ich wodnych roz-
tworow. Optymalne warunki ekstrakcji wspomaganej mi-
krofalami to ekstrakcja w temperaturze 60°C przez 3 min
mieszaning n-heksan — alkohol izoamylowy (99:1, v/v).

4. Badania walidacyjne

Zoptymalizowana metodg ekstrakcyjna zastosowano
do ekstrakcji badanych lekéw z grupy TLPD z probek
krwi ludzkiej. W celu sporzadzenia czteropunktowej
krzywej kalibracyjnej przygotowano bezposrednio w te-
flonowych naczyniach ekstrakcyjnych probki krwi do-
towanej wodnymi roztworami badanych lekow.
Otrzymano stezenia: 2,00; 1,00; 0,50 i 0,125 pg/ml kaz-
dego leku we krwi. Stgzenie IS w probkach bylo stale
(2,00 pg/ml). W dalszej kolejnosci naczynia teflonowe
umieszczano w tazni ultradzwigkowej na 20 min celem

zapewnienia homogeniczno$ci probki, a nastepnie pod-
dawano zoptymalizowanej procedurze ekstrakcji mikro-
falowe;j.

Przeprowadzono walidacj¢ metody oznaczania szes$-
ciu lekow z grupy TLPD we krwi. Precyzje i doktadnos¢
metody zbadano na dwdch poziomach stezen: 0,2 pg/ml
(n =5, w jednej serii) oraz 0,8 pg/ml (n = 4, w jednej
serii). Przyktadowe chromatogramy przedstawiajace
uzyskane wyniki ekstrakcji badanych lekow z krwi ze-
stawiono na rycinie 2. Granicg wykrywalno$ci (LOD)
oraz granic¢ oznaczalno$ci (LOQ) badanych analitow
Wyznaczono ze Wzorow:

38D,
LOD = , {1}
a
108D,
LOQ=—""2 | {2}
a

gdzie: SDy, — odchylenie standardowe sygnatu anality-
cznego przy analizie 5 probek dotowanych badanymi
substancjami w stgzeniu 0,2 pg/ml; ¢ — nachylenie krzy-
wej kalibracyjne;j.
Powtarzalnos¢ wzglednego czasu retencji zbadano
w dwoch seriach (n; =5 i ny =4) w réznych dniach. Ana-
liza statystyczna testem t-Studenta nie wykazala istot-
nych réznic warto$ci wzglednych czasdéw retencji wy-
znaczonych dla kazdej serii dla wszystkich badanych
TLPD. Powtarzalno$¢ sygnalu analitycznego (stosunek
wysokos$ci piku pochodzacego od analitu do piku po-
chodzacego od standardu wewngtrznego, H/Hjs) zbadano
przez wyznaczenie wzglednego odchylenia standardo-
wego dla 5 (0,2 pg/ml) i 4 (0,8 pg/ml) probek analizo-
wanych wybrana metoda. Ze wzgledu na brak odpo-
wiedniego materialu referencyjnego, doktadnos¢ opraco-
wanej metody zbadano poprzez analiz¢ wspomnianych
probek krwi z dodatkiem analitu, rowniez na dwoch po-
ziomach st¢zen. Dokladnos$¢ wyznaczono w oparciu
o wzor 3.
RE =[*"¢.100%, (3}
u

gdzie: ¢ — wyznaczona wartos¢ st¢zenia; | — teoretyczna
warto$¢ rzeczywista. Wyznaczone parametry walidacyj-
ne metody zestawiono w tabeli I11.

Podsumowujac wyniki walidacji, stwierdzono, ze gra-
nica oznaczalnosci badanych lekow we krwi miesci si¢
w zakresie od 0,09 ug/ml (dla doksepiny) do 0,3 pg/ml
(dla nordoksepiny). Powtarzalno$¢ sygnalu analityczne-
go jest wyzsza dla poziomu 0,8 pg/ml i oscyluje od
2,43% (dla doksepiny) do 10,18% (dla dezypraminy).
Procent odzysku na wyzszym poziomie stezen badanych
lekow byt wigkszy w poréwnaniu z poziomem 0,2 pg/ml.
Wynika to z faktu, iz krew jest bardzo skomplikowanym
materiatem biologicznym i przy niskich st¢zeniach ba-
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danych lekéw we krwi interferencje pochodzace od ma-
trycy w wigkszym stopniu rzutuja na otrzymane wyniki.

5. Podsumowanie i wnioski

W przeprowadzonych badaniach pilotazowych zopty-
malizowano procedur¢ ekstrakcji wspomagana mikrofa-
lami do wyosabniania lekéw psychotropowych, tj. nor-
doksepiny, nortryptyliny, amitryptyliny, imipraminy, do-
ksepiny oraz dezypraminy dla roztworéw wodnych
wspomnianych wyzej lekow. W kolejnym etapie badan
testy wykonano réwniez przy uzyciu probek krwi ludz-
kiej dotowanej TLPD oraz przeprowadzono walidacje
metody oznaczania tych lekéw w tego typu matrycy.

Wiyniki uzyskane dzigki zastosowaniu nowej proce-
dury ekstrakcyjnej obejmujacej ekstrakcje mikrofalowa
w temperaturze 60°C mieszanina n-heksan — alkohol izo-
amylowy (99:1, v/v) §wiadcza, iz ekstrakcja wspomaga-
na mikrofalami jest technika konkurencyjna w stosunku do
ekstrakcji ciecz-ciecz (wydajnos¢ MAE rzgdu 80 —100%,
LLE rzedu 60-70%). Dodatkowym atutem tej metody
jest fakt, ze wszystkie leki ekstrahuja si¢ w réwnym stop-
niu (powyzej 70%), czego dowodem sa wyniki otrzyma-
ne dla poszczegolnych lekéw. Metoda ta takze dzigki
charakterystycznemu i specyficznemu procesowi ogrze-
wania mieszaniny ekstrakcyjnej umozliwia znaczne
skrocenie czasu ekstrakcji (ktory wynosi 3 minuty).

Wykonane badania udowodnity, ze uzycie promie-
niowania mikrofalowego do ekstrakcji trojpierscienio-
wych lekéw przeciwdepresyjnych z krwi jest skuteczne
i W przysztosci moze znalez¢ zastosowanie w rutyno-
wych analizach toksykologiczno-sadowych. Na tym eta-
pie badan wymagane sa jednak dodatkowe doswiadcze-
nia majace na celu analizg réznorodnych probek kontrol-
nych oraz materiatéw odniesienia w celu sprawdzenia
wiarygodnosci opracowanego post¢gpowania analitycz-
nego.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXX, 187-197



