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Abstract

The work is concerned with the development of methods for the analysis of alternative biological material — fluid from the oral
cavity, for tricyclic psychotropic drugs (TCAs): imipramine, doxepin, nortriptyline, desipramine, nordoxepin and clomipramine.
The oral cavity fluid samples were prepared for analysis using only the single step of centrifugation at a reduced temperature
(5 min, 16,000 rpm, 4°C). Measurements were performed using a capillary electrophoresis system with spectrophotometric
detection in the ultraviolet light range (UV-CE). The chemical and instrumental conditions of the method were optimized and its
validation parameters were determined. It was shown that using the developed procedure it is possible to detect the studied drugs
at concentrations of several tens of ng/ml, determine them with an average precision of about 10% (RSD) and with a satisfactory
recovery level (except for clomipramine). The obtained results were compared with those obtained by liquid chromatography
coupled with spectrophotometric detection (HPLC-UV), with the use of microextraction by packed sorbent (MEPS). To the
authors’ best knowledge, this study is the first described example of an effective direct analysis of oral cavity fluid samples by
CE without a prior stage of TCA drugs extraction from the biological matrix.
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1. Introduction to two benzene rings and an alkyl chain [12]. TCA
drugs are absorbed from the gastrointestinal tract and

Psychotropic drugs are a group of compounds that metabolized in the liver.

have a significant impact on the human body. They
exhibit a calming or stimulating effect, and can af-
fect mood, behaviour and way of thinking [17]. These
drugs are used in a number of psychiatric disorders,
such as schizophrenia or depression. In the latter dis-
ease, one of the applied groups of drugs is tricyclic
antidepressants (TCAs). This group has more than
20 compounds of heterogeneous structure, the core of
which is based on a seven-membered ring connected

The aforementioned group of drugs includes,
amongst others: amitriptyline (Ami), imipramine
(Imi), doxepin (Dox) with its metabolite — nordoxepin
(Nord), nortriptyline (Nort), desipramine (Des) and
clomipramine (Clo). These drugs, used in the treat-
ment of depression, can cause many side effects such
as insomnia, anxiety, impaired concentration, changes
in blood pressure, nausea, dizziness or skin reactions.
There may also be complications, manifesting as fear,
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seizures, myocardial ischemia, tachycardia and many
others [13].

Chromatographic techniques are most commonly
used for the determination of drugs of the TCA group
[11]. The Bakke group developed a method of liquid
chromatography with spectrophotometric detection
(HPLC-UV) for determination of substances includ-
ing Dox and Imi in human plasma [2], using the tech-
nique of solid phase extraction (SPE), and achieving
a low limit of detection (LOD) at 1-2 ng/ml. For the
same biological material, Shinozuka et al. developed
amethod of liquid chromatography coupled with
mass spectrometry (LC-MS) for the determination
of 20 antidepressants, obtaining a chromatographic
separation of analytes in 30 min [15]. The Ito group
undertook to develop a procedure for analysis of urine
samples for TCA drugs by gas chromatography cou-
pled with MS detection (GC-MS), using the dispersive
liquid-liquid microextraction technique (DLLME) for
sample preparation [8].

Examples of determination of TCA drugs using
electrophoretic techniques are becoming more and
more common. In 2004, the Delmar Cantu group de-
veloped a procedure for determining Imi, Ami and
their metabolites using a non-aqueous capillary elec-
trophoresis (NACE) method in samples of human plas-
ma, with application of liquid-liquid extraction (LLE)
[5]. Galeano-Diaz applied capillary electrophoresis
(CE) to the determination of Ami, Imi, Dox, and Clo
and their metabolites in human serum samples using
the technique of sample concentrating by stacking in
a capillary [7]. Elhamili and his group introduced an
innovative combination of electrophoresis and mass
spectrometry (CE-ESI-TOF-MS) for application to the
analysis of plasma samples for Imi, Clo, Des and nor-
clomipramine (Norclo) after extraction by SPE [6].

Few works concern the use of electrophoretic tech-
niques for the determination of psychotropic drugs
in alternative materials. An example is research by
Acedo-Valenzuela concerning determination of Imi,
Ami, Clo, Dox and their metabolites in human milk
[1]. Prior to analysis, samples were subjected to the
LLE extraction technique, and at the separation stage,
concentration by the stacking technique was applied.
The McClean group presented an analysis of hair for
the content of another group of psychotropic drugs —
benzodiazepines (BZD), and compared the results
with those obtained by LC-MS [9]. On the basis of
that study, it was concluded that the CE method allows
much better separation of the studied drugs, but the
LC-MS assay allows for determination at lower drug
concentration levels.

The present work focused on the analysis of fluid
samples from the oral cavity, selecting the following
TCA antidepressants as model compounds for the de-
velopment of the proposed research methodology: Imi,
Dox with its metabolite Nord, Nort, Des and Clo. From
the point of view of clinical and forensic analyses, oral
cavity fluid — an alternative biological material — has
a number of advantages compared to traditional mate-
rials (blood and urine). First of all, sample acquisition
is easier, does not violate the donor’s intimacy, can be
carried out by staff with no medical training, and is
non-invasive and therefore less stressful. Addition-
ally, due to the constant secretion of biological fluids,
samples may be acquired at any time (if the analytical
procedure or treatment of the patient does not require
otherwise) [16]. Therefore, the development of new
methods for the determination of drugs in this material
is an important and current challenge.

This work concerned the development of a method
for the determination of the above-mentioned group of
TCA drugs and their metabolites in oral cavity fluid
by CE-UV. Unlike in other procedures proposed for
the determination of psychotropic drugs in biologi-
cal materials, an attempt at determination without the
prior use of extraction techniques for the isolation of
analytes from oral cavity fluid was performed. The de-
veloped method was compared in terms of validation
parameters with the HPLC-UV method using a mi-
croextraction technique with packed sorbent (MEPS)
[10]. The present research, furthermore, constituted
a preliminary study conducted with spectrophoto-
metric detection, which was carried out as a prepara-
tory step that would help towards creating the full CE
method (under development), before coupling it with
a more sensitive detector — a mass spectrometer. A full
CE method is necessary because of the low concentra-
tions of TCA drugs present in the oral cavity fluid. In
a paper written under the direction of de Castro [4],
analysis of fluid samples collected from the oral cav-
ity of patients treated with Ami was presented. The
range in which the drug was detected in the exam-
ined samples was 20.2-33.1 ng/ml. A study concern-
ing the presence of psychotropic drugs in oral cavity
fluid from drivers, including Dox, was presented by
Chudzikiewicz’s group [3]. The concentration range in
which the drug was detected was 3.7-14.0 ng/ml.
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2. Materials and methods
2.1. Materials and reagents

The material consisted of oral cavity fluid samples,
which were collected from three volunteers aged 24—
35 years. The samples were collected, without prior
stimulation, into separate polypropylene tubes and
stored therein at 4°C until the final analysis (no longer
than 24 h). The volunteers declared that they had not
taken any medication containing the tested substances
in the last three months. From 3 to 8 ml of the fluid
was collected from each person.

Standards of seven compounds belonging to the
TCAs group and their metabolites were used in the
study: Ami, Imi, Dox, Nort, Des, Nord and Clo, sup-
plied by Sigma Aldrich, Germany. The other used
reagents were: B-cyclodextrin (Sigma Aldrich, Ger-
many), methanol (Merck, Germany), 30% sodium
hydroxide (POCH, Poland) and a set of three rea-
gents included in the CEofix Method Development
Kit (Analis, Belgium): two background electrolytes
used in electrophoretic separation (the first contained
a polyanionic modifier and a 75 mM phosphate buffer
at pH 2.5, the second — a polyanionic modifier and
a 50 mM phosphate buffer, pH 6.2), and a polycation-
containing initiator, responsible for changing the elec-
trical characteristics of the double layer of the inner
surface of the capillary. This allowed maintaining of
the electroosmotic flow despite performing measure-
ments in acidic background electrolyte. Deionized wa-
ter (18.2 MQ-cm, TOC < 5 ppb) was obtained from
a laboratory (Millipore, Germany).

2.2. Equipment and measurement conditions

Measurements were performed using a capillary
electrophoresis system (PA 800 Plus, Beckman Coul-
ter, USA), achieving separation of analytes in a quartz
capillary with a total length of 60 cm (effective length:
50 cm) and an internal diameter of 75 microns. During
the separation, a voltage of 25 kV was applied to the
ends of the capillary, maintaining a constant measuring
temperature and temperature of the samples segment
at 30°C. The sample was introduced into the capillary
hydrodynamically, applying a pressure of 0.5 psi for
5 seconds. The background electrolyte was a 75 mM
phosphate buffer at pH 2.5 with addition of 10 mM
B-cyclodextrin. Before each analysis, the capillary
was conditioned by passing a 0.5 M NaOH solution
through it at 20 psi according to the sequence: flush-
ing (0.5 min), etching (4 min), washing (0.5 min). The
analysis was carried out as follows: flushing with ini-

tiator (0.5 min, 20 psi), flushing with separation buffer
(0.5 min, 20 psi), sample introduction (0.5 psi/0.5 s),
water introduction (0.1 psi/10 s for pre-concentra-
tion of the sample in the capillary tube by stacking),
separation (25 kV, 18 min), and final rinsing with
0.5 M NaOH and water (each run: 0.5 min, 20 psi).
Electropherograms were recorded at a wavelength of
254 nm.

2.3. Sample preparation

The fluid samples from the oral cavity were spiked
with all of the studied drugs (Imi, Dox, Nort, Des,
Nort, and Clo) in such a way that the concentration
of each analyte was 0.35, 0.75 or 1.25 mg/ml (Ami
was used as an internal standard — IS). The samples
were then centrifuged at reduced temperature (4°C)
at 16,000 rpm for 5 min. Finally, the supernatant was
collected and centrifuged again under the same condi-
tions. Samples prepared in such a way were measured
by CE.

3. Results and discussion
3.1. Optimization of analytes separation method

Optimization studies were performed using samples
containing analytes at a concentration of 1250 ng/ml.

The influence of two parameters on the separa-
tion of analytes was tested: electrolyte pH (phosphate
buffer at pH 2.5 and 6.2) and the addition of B-cyclo-
dextrin (four concentrations: 5, 10, 15 and 20 mM) for
each pH, as a result requiring the carrying out of eight
consecutive experiments. The pH values were cho-
sen to shorten the migration time of the analytes in
the chosen environment by positively ionizing them,
to enhance the stability of polyions present in the ini-
tiator and in the background electrolyte (which also
affected the acceleration of the flow of analytes) and
to ensure the best solubility of B-cyclodextrin. The ad-
dition of B-cyclodextrin to the background electrolyte
was aimed at improving the separation of the assayed
drugs (the separation mechanism in this case consisted
in the formation of permanent inclusion compounds
of B-cyclodextrin molecules with the drugs and was
based on their degree of complexation [14]).

The effect of electrolyte pH on the electrophoretic
separation process of the studied analytes is shown in
Figure 1. Much better results were obtained at pH 2.5.
Under these conditions, not only was a stable baseline
achieved, but also (above all) a very good separation
of all studied drugs. This is particularly evident in the
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case of Nord, Clo and Dox (peaks number 3, 4 and
5, respectively), whose electrophoretic mobility at
pH 6.2 are sufficiently similar for the peaks to clearly
overlap in the obtained electropherograms.

Moreover, the effect of B-cyclodextrin concentra-
tion on the analyte separation process was found to be
significant, as is shown in Figure 2.

Application of B-cyclodextrin at a concentration of
20 mM failed to separate Nord and Clo (peaks 3 + 4 in
Figure 2). At a concentration of 15 mM, a partial sepa-
ration of these substances was observed, while in the
case of a 10 mM concentration — separation of all ana-
lytes was achieved, thus enabling quantitative analysis.
The smaller content of B-cyclodextrin (5 mM) caused
a loss of resolution and, therefore, the concentration of
10 mM was considered to be optimal.

Lastly, the effect of temperature on the process of
separation of the studied drugs was examined. For this
purpose, measurements were performed at tempera-
tures of 20, 25 and 30°C (higher temperatures were
not used because they contribute to an increase in the
electrical current flowing through the capillary and
the formation of gas micro-bubbles, causing interfer-
ence with the analytical signal). The obtained electro-
phoretic profiles are shown in Figure 3. There was no
significant effect of temperature on the electrophoretic
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separation of peaks, but with increasing temperature
the drug migration times were shortened. The increase
in the molecular mobility of individual analytes should
be primarily associated with a decrease in the viscos-
ity of the background electrolyte. For further studies,
a temperature of 30°C was chosen.

In conclusion, the optimal conditions for the sepa-
ration of the studied group of drugs were: background
electrolyte comprising a polyanionic modifier and
75 mM phosphate buffer at pH 2.5, 10 mM addition of
B-cyclodextrin, and 30°C as the separation tempera-
ture.

3.2. Evaluation of the efficiency of the sample
preparation for the analysis

Using the developed analytical procedure, determi-
nations of TCA drugs in samples of oral cavity fluid
were performed. Each time, quantitative analysis was
carried out using calibration curves obtained on the
day of the analysis. Five series of analyses were per-
formed in identical, optimal conditions. IS was added
after the centrifugation step of the biological material,
just before the analysis. The sample preparation effi-
ciency was calculated as the ratio of the experimen-
tal concentration (i.e. determined during analysis) to

4 6
2] 5 IS

pH 2.5

el

pH 6.2

6.0 6.5 7.0

7.5 8.0 8.5 9.0
t,, [min]

Fig. 1. The separation of analytes with different background electrolyte pH (constant concentration of B-cyclodextrin: 10 mM):
1- Des, 2 — Imi, 3 — Nord, 4 — Clo, 5 — Dox, 6 — Nort, IS — Ami; concentration of each TCA drug: 5 pg/ml.
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Fig. 2. Comparison of drugs mixture separation in background electrolyte (pH 2.5) with different B-cyclodextrin concentrations
(0, 5,10, 15,20 mM): 1 — Des, 2 — Imi, 3 — Nord, 4 — Clo, 5 — Dox, 6 — Nort, IS — Ami; concentration of each TCA drug was
5 pg/ml.
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Fig. 3. Separation of analytes at different capillary temperature levels: 20, 25 and 30°C: 1 — Des, 2 — Imi, 3 — Nord, 4 — Clo,
5 —Dox, 6 — Nort, IS — Ami; concentration of each TCA drug was 5 pg/ml.
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the theoretical concentration of the same drug, which
had been added to the oral cavity fluid sample prior
to analysis (1250 ng/ml); this value was expressed as
a percentage. The results were compared with analo-
gous results obtained by the HPLC-UV method with
application of the MEPS technique [10]. The calcu-
lated values are given in Table 1.

As can be clearly seen, the CE-UV procedure is
characterized by higher values of efficiency, which at-
tests to the much smaller loss of analyte during sample
preparation for analysis when using this method.

3.3. Validation of the method

The developed and optimized analytical method
for CE-UV was validated. The following validation
parameters were determined: linearity range, limit of
detection (LOD) and of quantification (LOQ), along
with precision and accuracy of determinations of each
of the analytes. The obtained values are summarized in

Table II. For comparison purposes, Table III contains
the values obtained for the MEPS/HPLC-UV method.

It was found that the calibration curves of all ana-
lyzed analytes are characterized by a satisfactory lin-
earity in the range from the LOQ (60.6-223.1 ng/ml)
to 1250 ng/ml (R?> 0.9944 for Imi, Dox, Des and
Nort; R? > 0.9797 for Nord and Clo). This range cov-
ers a range of higher concentrations than the range ob-
tained in the case of MEPS/HPLC-UV. It can thus be
stated that the developed method has greater potential
in terms of the range of analytical determination of the
studied drugs.

LOD and LOQ parameters were determined as
three (LOD = 3 SD/a) and ten times (LOQ = 10 SD/a)
the ratio of the standard deviation of the analytical sig-
nal (peak area) for a given analyte at a concentration
of 350 ng/ml to the value of the slope of the calibra-
tion curve. LOD limits were on average several dozen
ng/ml (only Des can be detected at a concentration
below 20 ng/ml). The values were about an order of
magnitude greater than the LOD and LOQ obtained

TABLE I. VALUES OF EFFICIENCY OF SAMPLE PREPARATION OF MEPS/HPLC-UV AND CE-UV METHODS, n =5

Efficiency [%]

Method

Ami Imi Dox Nort Des Nord Clo
CE-UV IS 982+23 90.6+7.2 103.4+1.2 93.1+53 111.6+£23 79.5+13.2
MEPS/HPLC-UV 384+1.1 46.3+0.9 554+1.7 499+2.7 554+33 56.7+22 IS

TABLE II. VALUES OF VALIDATION PARAMETERS OF THE CE-UV METHOD, n =4

Parameter Ami Imi Dox Nort Des Nord Clo
Linearity [ng/ml] LOQ — 1250

LOD [ng/ml] 67.0 47.8 79.5 18.2 99.7 66.5
LOQ [ng/ml] s 223.1 159.2 264.7 60.6 332.0 221.5
Precision, RSD [%] 10.5 11.8 12.6 1.7 8.4 5.1
Accuracy, RE [%] 3.9 -3.7 12.7 4.0 12.5 25.1
Accuracy range [%] -6.9-5.4 —11.8-4.3 -0.3-27.9 2.8-6.0 1.6-16.5 19.6-31.5

TABLE III. VALUES OF VALIDATION PARAMETERS OF THE MEPS/HPLC-UV METHOD, n =4

Parameter Ami Imi Dox Nort Des Nord Clo
Linearity [ng/ml] LOQ —-200

LOD [ng/ml] 6.4 7.5 9.4 4.2 9.4 1.1

LOQ [ng/ml] 21.3 25.0 31.3 14.0 31.3 3.7 IS
Precision, RSD [%)] 6.9 7.5 29 0.9 3.7 8.2

Accuracy, RE [%)] 2.1 -8.2 —6.6 -3.9 7.5 -12.8

Accuracy range [%] -3.4-12.2 -14.6-1.0 -9.3-3.8 —4.5-3.2 3.0-10.6 -19.4-3.2
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using the MEPS/HPLC-UV method for the same
group of drugs.

The precision of this method was examined on the
basis of the reproducibility of the results of the test for
four samples of oral cavity fluid, which were spiked
with the studied drugs at a concentration of 350 ng/ml.
The results (Table II) show that the CE-UV method is
characterized by a satisfactory precision (RSD values
do not exceed 13%, the number of samples n = 4),
which is only slightly lower than that achieved using
the MEPS/HPLC-UV method. The possibility of Des
determination with a repeatability of less than 2% is
noteworthy.

The accuracy of the CE-UV method was defined in
terms of the relative error (RE), the determined analyte
concentration being compared to the concentration
(350 ng/ml) at which the analyte was present (when
added) at the beginning of the analytical procedure.
Nearly all analytes were determined with a relative er-
ror of no more than 13%, comparable to that which
characterizes the MEPS/HPLC-UV method. It can
therefore be assumed that the components of the ma-
trix-rich sample of fluid from the oral cavity did not
have a significant impact on the determination of most
of the studied analytes. This effect was more promi-
nent only in the case of Clo, which was determined
with a relative error of more than 25%.

4. Summary

The performed studies allowed us to conclude
that the developed method for CE-UV is suitable for
the direct determination of Imi, Dox, Nort, Dezy and
Nord in oral cavity fluid. Its particular advantages are
simplicity and rapidity of biological material prepara-
tion (without the need for extraction of the analytes),
which significantly shortens the sample preparation
step (down to 10 min). Additionally, this limits the risk
of losing a substantial portion of the analyte. Another
advantage of this method is the very small injection
volume of the sample during analysis, which permits
multiple repetition of measurements. Furthermore,
a significant reduction in the consumption of chemi-
cal reagents results in lower cost of the procedure and
makes it more environmentally friendly. Omission of
the extraction step also contributes to a reduction in
the analysis costs.

A disadvantage of the CE-UV method is low de-
tector sensitivity (lower than the mentioned MEPS/
HPLC-UV method) and thus the achieved high LOD
values prevent the detection of the above mentioned
drugs present in the oral cavity fluid at levels reported

in the cited literature [3, 4]. Therefore, further steps
will be taken in future research towards a suitable
modification of the developed procedure (e.g. by us-
ing a mass spectrometer as the detector).
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WSTEPNE OPRACOWANIE METODY ANALIZY PLYNU Z JAMY USTNEJ
NA ZAWARTOSC WYBRANYCH LEKOW PSYCHOTROPOWYCH

1. Wstep

Leki psychotropowe stanowig grupe zwigzkow, ktore
w znaczacy sposob oddzialujg na organizm cztowieka.
Wykazuja dzialanie uspakajajace, stymulujace, moga
wplywaé na nastrdj, zachowanie czy sposob mysle-
nia [17]. Leki te sg stosowane w licznych schorzeniach
psychiatrycznych, takich jak schizofrenia czy depresja.
W przypadku ostatniej z wymienionych przypadtosci
jedna ze stosowanych grup lekow sa trojpierScieniowe
leki przeciwdepresyjne (TLPD). Grupa ta liczy ponad
20 zwigzkow o niejednorodnej budowie, ktorej podstawe
stanowi siedmiocztonowy pierscien potaczony z dwo-
ma pierscieniami benzenowymi i tancuchem alkilowym
[12]. Leki TLPD sa wchianiane z przewodu pokarmowe-
g0 1 metabolizowane w watrobie.

Do wspomnianej grupy lekow naleza m.in. amitrypty-
lina (Ami), imipramina (Imi), doksepina (Dox) z metabo-
litem — nordokspina (Nord), nortryptylina (Nort), dezy-
pramina (Des) 1 klomipramina (Clo). Leki te, stosowane
w terapii stanéw depresyjnych, moga wywotywac wiele
objawdw niepozadanych, takich jak bezsennos¢, nie-
pokdj, zaburzenia koncentracji, zmiany cisnienia krwi,
nudno$ci, zawroty glowy czy odczyny skérne. Moga
wystapi¢ rowniez powiklania objawiajace si¢ przez Igk,
napady drgawkowe, niedotlenienie mig$nia sercowego,
tachykardi¢ i wiele innych [13].

Najczesciej dooznaczanialekow z grupy TLPD stosuje
si¢ techniki chromatograficzne [11]. Bakkali z zespotem
opracowali metode chromatografii cieczowej z detekcja
spektrofotometryczng (HPLC-UV) do oznaczania m.in.
Dox i Imi w ludzkim osoczu [2], wykorzystujac technike
ekstrakcji do fazy statej (SPE) i1 uzyskujac niskg granice
wykrywalno$ci (LOD) na poziomie 1-2 ng/ml. Dla tego
samego materiatu biologicznego Shinozuka i wspodtpra-
cownicy opracowali metod¢ chromatografii cieczowe;j
polaczonej ze spektrometriag mas (LC-MS) do oznacza-
nia 20 lekoéw przeciwdepresyjnych, uzyskujac rozdziat
chromatograficzny analitow w czasie 30 min [15]. Grupa
Ito podjeta si¢ opracowania procedury obejmujacej ana-
liz¢ metoda chromatografii gazowej z detekcja MS (GC-
MS) prébek moczu pod katem oznaczania lekéw TLPD,
wykorzystujac jako technike przygotowania probek dys-
persyjna mikroekstrakcje ciecz-ciecz (DLLME) [8].

Coraz cze$ciej spotyka sie przyktady oznaczania le-
kéw TLPD z wykorzystaniem technik elektroforetycz-
nych. W roku 2004 zespdét Delmar Cantu opracowat
procedure oznaczania Imi, Ami i ich metabolitow, wy-
korzystujac niewodna elektroforez¢ kapilarng (NACE)
w probkach ludzkiego osocza z zastosowaniem ekstrak-

cji ciecz-ciecz (LLE) [5]. Galeano-Diaz zastosowala
elektroforeze kapilarng (CE) do oznaczania Ami, Imi,
Dox, Clo i ich metabolitow w probkach ludzkiej suro-
wicy z wykorzystaniem techniki zatezania probki przez
spietrzanie w kapilarze (tzw. stacking) [7]. Elhamili wraz
z zespotem przedstawil nowatorskie potaczenie elektro-
forezy ze spektrometrig mas (CE-ESI-TOF-MS) w zasto-
sowaniu do analizy probek osocza na zawartos¢ Imi, Clo,
Des i norklomipraminy (Norclo) po ich ekstrakcji SPE
[6].

Nieliczne prace dotycza zastosowania technik elek-
troforetycznych do oznaczania lekow psychotropowych
w materiatach alternatywnych. Przyktadem jest praca
Acedo-Valenzuela dotyczaca oznaczania Imi, Ami, Clo,
Dox i ich metabolitow w mleku kobiety [1]. Przed ana-
liza probki byty poddawane ekstrakcji technika LLE,
ana etapie rozdzielania wykorzystano proces zat¢zania
probki przez spigtrzanie. McClean z zespolem przed-
stawil analiz¢ wlosow na zawartos¢ innej grupy lekow
psychotropowych — benzodiazepin (BZD), porownujac
uzyskane wyniki z otrzymanymi metoda LC-MS [9]. Na
podstawie badan stwierdzono, ze metoda CE pozwala na
uzyskanie znacznie lepszego rozdzielania badanych le-
kow, jednakze LC-MS daje mozliwos$¢ oznaczenia lekow
na nizszych poziomach stezen.

W przedstawionej pracy skupiono si¢ na analizie pro-
bek plynu z jamy ustnej, wybierajac nastepujace TLPD
jako zwiazki modelowe do rozwoju proponowanej meto-
dyki badawczej: Imi, Dox z metabolitem Nord, Nort, Des
i Clo. Z punktu widzenia analiz klinicznych i sadowych
pltyn z jamy ustnej — alternatywny materiat biologicz-
ny — posiada wiele zalet w poréwnaniu do materiatlow
klasycznych (krew, mocz). Przede wszystkim pobieranie
probek jest tatwiejsze, nie narusza intymno$ci dawcy,
moze by¢ przeprowadzone przez personel bez przygoto-
wania medycznego, jest nieinwazyjne, a przez to mniej
stresujace. Dodatkowo, ze wzglgdu na ciaglos¢ wydzie-
lania tego ptynu biologicznego, probki mozna pobieraé
o kazdej porze (jesli procedura analityczna ani leczenie
pacjenta nie przewiduje inaczej) [16]. Opracowanie no-
wych metod oznaczania lekéw w tym materiale jest za-
tem zadaniem waznym i aktualnym.

Niniejsza praca dotyczy opracowania metody ozna-
czenia wymienionej wyzej grupy lekéw TLPD i ich
metabolitow w plynie z jamy ustnej metoda CE-UV.
W odréznieniu od innych procedur proponowanych do
oznaczania lekow psychotropowych w materiatach bio-
logicznych, podjeto probe oznaczania badanych analitow
bez zastosowania technik ekstrakcyjnych do ich izolacji
z plynu z jamy ustnej. Opracowang metode poréwna-
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no pod wzgledem parametréw walidacyjnych z metoda
HPLC-UV z zastosowaniem techniki mikroekstrakcji
na upakowanym sorbencie (MEPS) [10]. Praca niniej-
sza opisuje wstepne badania prowadzone z detektorem
spektrofotometrycznym, ktoérych dokonano jako przygo-
towania do rozwoju opracowywanej metody CE przed
polaczeniem z czulszym detektorem — spektrometrem
mas. Jest to zabieg konieczny ze wzglgdu na niskie po-
ziomy stezen lekéw TLPD wystepujace w ptynie z jamy
ustnej. W pracy napisanej pod kierownictwem de Castro
[4] przedstawiono analizg probek ptynu z jamy ustnej po-
branych od pacjentéw, ktérym podawano Ami. Zakres,
w jakim wykryto wymieniony lek w przeanalizowanych
probkach, to 20,2-33,1 ng/ml. Badania dotyczace obec-
nosci lekow psychotropowych w ptynie z jamy ustnej
kierowcow, w tym Dox, przedstawit zesp6t Chudzikie-
wicz [3]. Zakres stgzen, w jakim wykryto wymieniony
lek, to 3,7-14.0 ng/ml.

2. Materialy i aparatura
2.1. Materiaty i odczynniki

Materiat do badan stanowity probki plynu z jamy
ustnej, ktore pobierano od trzech wolontariuszy w wie-
ku 24-35 lat. Probki te byly pobierane bez wczesniejszej
stymulacji do oddzielnych polipropylenowych probéwek
i w taki sposob przechowywane w temperaturze +4°C do
czasu ich analizy (nie dluzej niz 24 h). Wolontariusze za-
deklarowali, ze w okresie ostatnich 3 miesigcy nie przyj-
mowali preparatow zawierajacych badane substancje.
Kazdorazowo pobierano od 3 do 8 ml ptynu od kazde;j
osoby.

W badaniach zastosowano wzorce siedmiu zwigzkow
nalezacych do grupy TLPD i ich metabolitow: Ami, Imi,
Dox, Nort, Des, Nord i Clo dostarczone przez Sigma Al-
drich, Niemcy. Pozostate uzyte odczynniki to: B-cyklo-
dekstryna (Sigma Aldrich, Niemcy), metanol (Merck,
Niemcy), 30% wodorotlenek sodu (POCH, Polska) oraz
zestaw trzech odczynnikéw wchodzacych w sktad CE-
ofix Kit Method Development (Analis, Belgia): dwa
elektrolity podstawowe stosowane w procesie rozdziela-
nia elektroforetycznego (pierwszy zawieratl modyfikator
polianionowy i 75 mM bufor fosforanowy o pH 2,5, dru-
gi — modyfikator polianionowy i 50 mM bufor fosfora-
nowy o pH 6,2) oraz inicjator zawierajacy polikationy,
odpowiedzialny za zmiang charakterystyki elektrycznej
warstwy podwojnej na wewnetrznej powierzchni ka-
pilary. Pozwolito to na utrzymanie przeptywu elektro-
osmotycznego pomimo prowadzenia pomiaréw w kwa-
sowym elektrolicie podstawowym. Wode¢ dejonizowang
(18,2 MQ-cm, TOC < 5 ppb) otrzymywano w laborato-
rium (Millipore, Niemcy).

2.2. Aparatura i warunki pomiarowe

Pomiary wykonywano przy uzyciu systemu do elek-
troforezy kapilarnej (PA 800 Plus, Beckman Coulter,
Stany Zjednoczone), dokonujac rozdzielenia analitoéw
w kapilarze kwarcowej o dtugosci catkowitej 60 cm (dtu-
gos¢ efektywna 50 cm) i $rednicy wewnetrznej 75 pm.
W trakcie rozdzielania na koncach kapilary przyktadano
napigcie o wartosci 25 kV, utrzymujac statg temperaturg
pomiaru i temperatur¢ segmentu z probkami na pozio-
mie 30°C. Prébke wprowadzono do kapilary hydrodyna-
micznie, stosujac ci$nienie 0,5 psi przez 5 s. Elektroli-
tem podstawowym byl 75 mM bufor fosforanowy o pH
2,5 z dodatkiem 10 mM B-cyklodekstryny. Przed kazda
analiza kapilar¢ kondycjonowano, przeptukujac ja 0,5 M
roztworem NaOH pod ci$nieniem 20 psi wedlug sekwen-
cji: plukanie (0,5 min), wytrawianie (4 min), ptukanie
(0,5 min). Analiz¢ prowadzono nast¢gpujaco: plukanie
inicjatorem (0,5 min, 20 psi), plukanie buforem separa-
cyjnym (0,5 min, 20 psi), wprowadzenie probki (0,5 psi/
0,5 s), wprowadzenie wody (0,1 psi/10 s w celu wstep-
nego zate¢zania probki w kapilarze przez spigtrzanie),
rozdzielanie (25 kV, 18 min), koficowe ptukanie 0,5 M
NaOH i woda (kazdorazowo 0,5 min, 20 psi). Elektrofe-
rogramy rejestrowano przy dhugosci fali 254 nm.

2.3. Przygotowanie probek

Probki pltynu z jamy ustnej byly wzbogacane wszyst-
kimi badanymi lekami (Imi, Dox, Nort, Des, Nort,
Clo) w taki sposéb, ze stezenie kazdego analitu wyno-
sito 0,35, 0,75 lub 1,25 pg/ml (Ami byta uzywana jako
wzorzec wewngtrzny — IS). Probki byly nastgpnie wi-
rowane w obnizonej temperaturze (+4°C) z szybkoscia
16 000 obr./min przez 5 min. Na koniec zbierano ciecz
znad osadu i ponownie wirowano w tych samych warun-
kach. Tak przygotowane probki poddawano pomiarom
metoda CE.

3. Wyniki i dyskusja
3.1. Optymalizacja metody rozdzielania analitoéw

Badania optymalizacyjne wykonano przy uzyciu pro-
bek zawierajacych anality w st¢zeniu 1250 ng/ml.

Sprawdzono wplyw na rozdzielanie agalitow dwoch
kolejnych parametrow: pH elektrolitu podstawowe-
go (bufory fosforanowe o pH 2,5 oraz 6,2) oraz doda-
tek B-cyklodekstryny (cztery warto$ci stgzen: 5, 10, 15,
20 mM) dla kazdego pH, przeprowadzajac w efekcie
osiem kolejnych do§wiadczen. Wybor wartosci pH miat
na celu skrécenie czasu migracji analitow przez ich do-
datnie zjonizowanie w wybranym s$rodowisku, zapew-
nienie wigkszej stabilnoSci polijondw obecnych w ini-
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cjatorze i elektrolicie podstawowym (co réwniez miato
wplyw na przyspieszenie przeptywu analitow) oraz jak
najlepsza rozpuszczalno$¢ B-cyklodekstryny. Dodatek
B-cyklodekstryny do elektrolitu podstawowego miat na
celu polepszenie rozdzielczosci oznaczanych lekow (me-
chanizm rozdzielania polega w tym przypadku na two-
rzeniu trwatych komplekséw inkluzyjnych B-cyklodek-
stryny z czasteczkami lekow 1 opiera si¢ na stopniu ich
skompleksowania [14]).

Wptyw odczynu elektrolitu podstawowego na pro-
ces rozdzielania elektroforetycznego badanych anali-
tow przedstawiono na rycinie 1. Znacznie lepsze wyniki
osiggni¢to przy pH 2,5. W tych warunkach uzyskano nie
tylko stabilna lini¢ bazowa, ale przede wszystkim bardzo
dobre rozdzielenie wszystkich badanych lekéw. Jest to
szczegoblnie widoczne w przypadku Nord, Clo, Dox (od-
powiednio piki numer 3, 4 i 5), ktorych ruchliwosci elek-
troforetyczne przy pH 6,2 sa na tyle zblizone, ze uzyska-
ne na elektroferogramach piki wyraznie si¢ naktadaja.

Wplyw stezenia B-cyklodekstryny na proces rozdzie-
lania badanych analitéow byt znaczacy, co przedstawiono
na rycinie 2.

Stosujac B-cyklodekstryng o stezeniu 20 mM, nie
udato si¢ rozdzieli¢ Nord i Clo (piki 3 + 4 na rycinie 2).
Przy stezeniu 15 mM mozna byto zaobserwowaé czgs-
ciowe rozdzielanie tych substancji, a w przypadku ste-
zenia 10 mM — rozdzielenie wszystkich analitow umoz-
liwiajgce przeprowadzenie analizy iloSciowej. Mniejsza
zawarto$¢ B-cyklodekstryny (5 mM) powoduje spadek
rozdzielczo$ci i na tej podstawie stgzenie 10 mM uznano
za optymalne.

W ostatniej kolejnosci sprawdzono, w jaki sposob
temperatura pomiaru wptywa na proces rozdzielania ba-
danych lekéw. W tym celu wykonano pomiary w tem-
peraturach 20, 25 oraz 30°C (wyzszych temperatur nie
stosowano, bowiem sprzyjaja one zwigkszeniu nat¢zenia
pradu elektrycznego przeptywajacego przez kapilarg
oraz tworzeniu si¢ mikropecherzykoéw gazow zaklocaja-
cych sygnal analityczny). Uzyskane profile elektrofore-
tyczne przedstawiono na rycinie 3. Nie zaobserwowano
istotnego wplywu temperatury na rozdzielenie pikow
elektroforetycznych, jednak wraz ze wzrostem tempera-
tury czasy migracji lekéw ulegly skroceniu. Zwigkszenie
ruchliwosci czasteczek poszczegodlnych analitow nalezy
przede wszystkim wigzac ze spadkiem lepkosci srodowi-
ska elektrolitu podstawowego. Do dalszych badan wy-
brano temperaturg 30°C.

Podsumowujac, za optymalne warunki metody
rozdzielania wybranej grupy lekéw uznano: elektrolit
podstawowy zawierajgcy modyfikator polianionowy
i 75 mM bufor fosforanowy o pH 2,5, 10 mM, dodatek
B-cyklodekstryny oraz 30°C jako temperaturg rozdziela-
nia.

3.2. Ocena wydajnosci procesu przygotowania
probki do analizy

Stosujac opracowang procedurg¢ analityczng, wyko-
nano oznaczenia lekow TLPD w probkach ptynu z jamy
ustnej. Kazdorazowo analiz¢ iloSciowa prowadzono
w oparciu o linie kalibracyjne uzyskane w danym dniu
analizy. Wykonano 5 serii analiz w identycznych, opty-
malnych warunkach. IS dodawano po zakonczeniu eta-
pu wirowania materiatu biologicznego, bezposrednio
przed analiza. Wydajnos$¢ procesu przygotowania prob-
ki obliczano jako stosunek stezenia dos$wiadczalnego
(tj. wyznaczonego podczas analizy) oznaczanego leku
do stezenia teoretycznego tego samego leku, ktory zo-
stat dodany do probek ptynu z jamy ustnej przed analiza
(1250 ng/ml); warto$¢ t¢ wyrazono w procentach. Otrzy-
mane wyniki porownano z analogicznie wyznaczonymi
wynikami uzyskanymi metoda HPLC-UV z zastosowa-
niem techniki MEPS [10]. W tabeli I zestawiono obli-
czone wartosci.

Jak mozna zauwazy¢, wyraznie wigkszymi warto$-
ciami wydajnosci charakteryzuje si¢ procedura z wy-
korzystaniem metody CE-UV, co $wiadczy o znacznie
mniejszych stratach analitéw w trakcie przygotowywa-
nia probek do analizy tg metoda.

3.3. Walidacja metody

Opracowang i zoptymalizowang metode analityczna
CE-UV poddano walidacji. Wyznaczono nastepujace
parametry walidacyjne: zakres liniowosci, granice wy-
krywalno$ci (LOD) i oznaczalno$ci (LOQ) oraz precyzj¢
i doktadnos$¢ oznaczen kazdego z analitow. Uzyskane
wartos$ci zestawiono w tabeli II. Dla poréwnania w tabeli
IIT zamieszczono warto$ci uzyskane dla metody MEPS/
HPLC-UV.

Stwierdzono, ze wykresy kalibracyjne wszystkich
rozpatrywanych analitow charakteryzuja si¢ zadowalaja-
ca liniowoscig w zakresie od LOQ (60,6-223,1 ng/ml)
do 1250 ng/ml (R? > 0,9944 dla Imi, Dox, Nort i Des;
R?>0,9797 dla Nord i Clo). Zakres ten obejmuje prze-
dziat wyzszych stezen od tego, jaki uzyskano w przypad-
ku metody MEPS/HPLC-UV. Mozna zatem powiedziec,
ze opracowana metoda ma wigkszy potencjat analityczny
pod wzgledem zakresu oznaczalnosci badanych lekow.

Parametry LOD i LOQ wyznaczono jako odpowied-
nio trzy— (LOD = 3 SD/a) i dziesigciokrotng (LOQ =
10 SD/a) warto$¢ stosunku odchylenia standardowego
sygnalu analitycznego (powierzchni pod pikiem) dla da-
nego analitu w stezeniu 350 ng/ml do wartosci nachy-
lenia wykresu kalibracyjnego. Granice LOD wyniosty
przecietnie kilkadziesiat ng/ml (jedynie Des mozna wy-
kry¢ w stezeniu ponizej 20 ng/ml). Uzyskane wartosci
byly o okoto rzad wielkosci wieksze niz wartosci LOD
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1 LOQ przy zastosowaniu metody MEPS/HPLC-UV dla
tej samej grupy lekow.

Precyzj¢ opracowanej metody zbadano na podstawie
powtarzalno$ci wynikdéw oznaczenia analitdow w czterech
probkach plynu z jamy ustnej dotowanych badanymi le-
kami w stezeniu 350 ng/ml. Uzyskane wyniki (tabela II)
dowodza, ze metoda CE-UV charakteryzuje si¢ zada-
walajaca precyzja (warto$ci RSD nie przekraczaja 13%,
liczba prébek n = 4), nieznacznie jedynie gorsza od osia-
ganej w przypadku metody MEPS/HPLC-UV. Na uwagg
zastuguje mozliwo$¢ oznaczenia Des z powtarzalnoscia
mniejsza od 2%.

Doktadno$é¢ oznaczen metody CE-UV okres$lano za
pomoca btedu wzglednego (RE), przy czym wyznaczo-
ne stezenie analitu odnoszono do stezenia (350 ng/ml),
w jakim analit byl obecny po dodaniu go na poczatku
procedury analitycznej. Prawie wszystkie anality zo-
staly oznaczone z btedem wzglednym nieprzekraczajg-
cym 13%, porownywalng z ta, jaka charakteryzuje me-
tode MEPS/HPLC-UV. Mozna zatem przypuszczaé, ze
sktadniki bogatej matrycy probek ptynu z jamy ustnej
nie mialy znaczacego wptywu na oznaczenie wigkszosci
badanych analitow. Wptyw ten ujawnit si¢ w wickszym
stopniu jedynie w przypadku Clo, ktora zostata oznaczo-
na z bledem wzglednym przekraczajacym 25%.

4. Podsumowanie

Po przeprowadzonych badaniach stwierdzono, iz
opracowana metoda CE-UV nadaje si¢ do bezposred-
niego oznaczania Imi, Dox, Nort, Dezy, Nord w pty-
nie z jamy ustnej. Szczegdlnymi jej zaletami sg: proste
i szybkie przygotowanie materiatu biologicznego (bez
potrzeby ekstrakcji analitow), co znacznie skraca etap
przygotowania probek (do 10 min). Dodatkowo poma-
ga to ograniczy¢ ryzyko utraty znacznej czeSci analitu.
Kolejng zaleta opracowanej metody jest bardzo mata ob-
jetos¢ nastrzyku probki podczas analizy, co umozliwia
wielokrotne powtorzenie pomiaréw. Ponadto znaczne
zmniejszenie zuzycia odczynnikéw chemicznych skut-
kuje mniejszymi kosztami procedury i sprawia, ze jest
ona bardziej przyjazna §rodowisku. Obnizeniu kosztow
analizy przyczynia si¢ rOwniez pominigcie etapu ekstrak-
cji.

Wadami opracowanej metody CE-UV jest niska
czuto$¢ detektora (nizsza niz w przypadku przytoczo-
nej metody MEPS/HPLC-UV) i tym samym uzyskana
wysoka granica LOD niepozwalajaca na wykrycie ww.
lekow obecnych w ptynie z jamy ustnej na poziomach
raportowanych w cytowanych pracach [3, 4]. Dlatego
tez w dalszych badaniach zostang podjete kolejne kroki
w kierunku odpowiedniej modyfikacji opracowanej pro-
cedury (np. poprzez zastosowanie spektrometru mas jako
detektora).
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