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Szybka analiza amfetaminy w ludzkim materiale
biologicznym z wykorzystaniem metody
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nadpowierzchniowej

Fast analysis of amphetamine in human biological materiat
using headspace solid phase microextraction
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Oznaczanie amfetaminy dla celéw sgdowo-lekarskich wymaga opracowania szybkiej
i miarodajnej procedury analitycznej uwzgledniajacej wtasciwosci fizyko-chemiczne
amfetaminy oraz szczegélny rodzaj materiatu biologicznego (czesto bedgacego w stanie
znacznego rozktadu gnilnego). W toku badan stwierdzono kilkukrotny wzrost czutosci dla
amfetaminy badanej z wykorzystaniem metody mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej
(SPME) w fazie nadpowierzchniowej w stosunku do tradycyjnej metody analizy w fazie
nadpowierzchniowej. Ponadto opracowana procedura charakteryzuje sie krétkim czasem
analizy, prostota, zadowalajgcg doktadnoscig oraz ograniczeniem wplywu zwigzkow
utrudniajacych miarodajne oznaczenie koncowe. Wykazano przydatno$é analizy
amfetaminy w materiale biologicznym z wykorzystaniem metody SPME w fazie
nadpowierzchniowe;.

Determination of amphetamine for the purpose of forensic medicine needs fast and
reliable analytical procedure taking into consideration the physical and chemical
properties of amphetamine and complicated matrix of biological materiat (often in decay
conditions). Analysis of headspace solid phase microextraction (SPME) was several-
times as sensitive as a conventional headspace analysis. Moreover the elaborated
procedure was characterized by speed of analysis, simplicity, good accuracy, and it
reduces the potential for interference by co-administered compounds. Suitability of
amphetamine analysis using headspace SPME for biological materiat investigation was
presented.

Stowa kluczowe: amfetamina, mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej
w fazie nadpowierzchniowej, ludzki materiat biologiczny, chroma-
tografia gazowa
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Oznaczenie amfetaminy w materiale biologicznym nalezy do czesto przepro
wadzanej analizy w toksykologii sgdowej. Przy czym istotne znaczenie ma nie
tylko szybkosé analizy, ale rowniez czuto§¢ oraz granica wykrywalnos
oznaczen. Yashiki i wspoétpracownicy (4) w 1995 roku opublikowali dane
dotyczgce oznaczenia amfetaminy w moczu metodg mikroekstrakcji do fazy
stacjonarnej w fazie nadpowierzchniowej (ang. Head Space - Solid Phase
Microextraction, HS-SPME). Podstawy metodyczne techniki mikroekstrakcji do
fazy stacjonarnej wprowadzit i opracowat profesor Janusz Pawliszyn, absolwent
Politechniki Gdanskiej oraz jego wspoétpracownicy z ,The University of Waterh
w Kanadzie (2, 3). Przedmiotem niniejszego opracowania jest wstepna prac i
teoretyczna i dodwiadczalna dotyczaca szybkiej analizy amfetaminy z wykorzy-
staniem mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej w fazie nadpowierzchniowej
w ludzkim materiale biologicznym: we krwi i w moczu.

Urzadzenie do SPME ma ksztatt zblizony do strzykawki. Najwazniejszym jego
elementem jest widkno kwarcowe pokryte fazg stacjonarng. Procedura analityczna
SPME obejmuje zasadniczo dwa podstawowe etapy (uproszczony schemat
procedury przedstawiono na ryc. 1). W pierwszym etapie (ryc. la) widkno jest
doprowadzane do kontaktu z prébkg w fazie gazowej (lub w fazie ciektej), w wyni: u
czego dochodzi do sorpcji analitéw. W drugim etapie (ryc. 1.b) widkno jest wystawia-
ne na dziatanie wysokiej temperatury w gorgcym dozowniku chromatografu
gazowego, a uwolnione anality przenoszone sa do kolumny chromatograficzne;.

Wyboru odpowiednich parametréw w SPME dokonuje sie biorgc pod uwage
takie witasciwosci jak: lotnos¢, polarnos¢ i masa czgsteczkowa analitow,
ztozonos¢ sktadu chemicznego prébki czy wspotczynnik podziatu analitu.
Wspdtczynnik podziatu mozna w pewnym zakresie zmienia¢ przez modyfikac 3
sktadu prébki, przy czym dobre efekty uzyskuje sie przez dodatek soli (wzrost sity
jonowej roztworu) badz zmiane pH probki. Czutos¢ metody SPME mozna
rowniez zwiekszy¢ przez zastosowanie grubszego filmu fazy stacjonarnej, co
powoduje niestety wydtuzenie czasu uzyskania rownowagi w ukfadzie. Stosowa-
nie grubszego filmu wigze sie takze z wydluzonym czasem kondycjonowania
widkna i desorpcji termicznej analitbw w dozowniku chromatografu gazoweg
Wibdkna o grubym filmie fazy stacjonarnej (np. 100 pm) sg bardziej przydatne ¢
analizy zwigzkow lotnych (o temperaturze wrzenia do ok. 200°C), cho¢ mogg by¢
réwniez uzyte do zwigzkéw mniej lotnych, ale wdéwczas czas ustalenia sie
rownowagi jest diuzszy.

Amfetamina w postaci wolnej aminy jest bezbarwng cieczg o temperaturze
wrzenia od 200°C do 203°C, przy czym absorbujgc dwutlenek wegla z atmosfe
tworzy lotny zwigzek - weglan amfetaminy (1). Zgodnie z zasadg ze ,podobn
rozpuszcza sie w podobnym" do analizowania zwigzkéw o charakterze polarnyr
odpowiedniejsza jest faza bardziej polarna. W przypadku, gdy anality sag
zwigzkami lotnymi lub majg wysoki wspotczynnik podziatu, a badana probka jef
ciatem statym lub cieczg o duzej zawartosci zwigzkéw organicznych o duzych
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masach czgsteczkowych, lepszg technika, z punktu widzenia czutosci metody,
jest SPME z fazy nadpowierzchniowej. Unika sie wowczas ,zablokowania"
widkna przez zwigzki organiczne, a czas konieczny do uzyskania stanu
rownowagi jest znacznie krotszy. Wynika to z faktu, Zze dyfuzja w gazach
zachodzi czterokrotnie szybciej niz w fazie wodnej. Taki przypadek odnosi sie do
oznaczania amfetaminy w materiale biologicznym.
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Ryc. 1. Procedura analityczna mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME)
Fig. 1. Analytical procedure of solid phase microextraction (SPME).

MATERIAL | METODA

Procedura szybkiej analizy amfetaminy (ryc. 2) wymaga wstepnie kondycjo-
nowania widkna SPME (100 pm, PDMS, ,Supelco") w gorgcym dozowniku
chromatografu gazowego przez czas konieczny do oczyszczenia witdkna, czyli
w praktyce od pot godziny do nawet kilku godzin. Dopiero po tym etapie mozna
przystapi¢ do przygotowania prébki moczu i krwi do analizy kohcowej. Do
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szklanego naczynka przeniesiono po 1 ml prébki, dodano wzorzec amfetamir
oraz roztworu weglanu potasu. Zamknieto szczelnie naczynko i wymieszar
zawarto$¢. W trakcie termostatowania probki amfetamina jest uwalniana do fa;
nadpowierzchniowej. Po 20 min wiékno SPME wprowadza sie do fazy nadpc
wierzchniowej wewnatrz naczynka i eksponuje przez 5 min. Termiczna desorpc
analitbw w goracym dozowniku chromatografu gazowego uwalnia substancj
ktore sg dalej rozdzielane i oznaczane w uktadzie chromatograficznym GC-FID

Kondycjonowanie wiékna SPME w goracym dozowniku chromatografu gazowego (240°(
Conditioning of SPME fibre in hot gas chromatographic injector (240°C)

v

Dodanie 1 ml prébki, 1 ml 70% roztworu K:CO3 | wzorca amfetaminy do szklanego
naczyrnka (8 ml}, zamknigcie naczyrika
Addition of 1 ml of sample, 1 ml of 70% K2CO3 solution and amphetamine standard into glass v
(8 mi). closing vial

.

Termostatowanie prébki (80°C, 20 min)
Therma-stating of samnole (R0°C. 20 min)

v

Ekspozycja wiékna PDMS w fazie nadpowierzchniowej probki, 5 min
Exposition of POMS fibre in headspace phase of samnle. 5 min

v

Termiczna desorpcja analitéw w gorgcym dozowniku chromatografu gazowego, 240 °C, 3 n
Thermal desorption of analytes in hot gas chromatographic injector, 240 °C, 3 min

v

Analiza korficowa - GCIFID
Program temp..: 50°C (przez 3 min), 8°C/min, 120°C (przez 5 min);
Gaz nosny: wodor (110 kPa);
Detektor: FID (280 °C);
Dozownik: SSL (podziat strumienia gazu nosnego po 1 min);
Temperatura dozownika SSL: 240°C;
Kolumna kapilarna: 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym,
Chrompack - CP-SIL 8 CB MS Low Bleeded.

Final analysis - GC/FID
Temperature program: 50°C (by 3 min), 8°C/min, 120°C (by 5 min};
Carrier gas: hydrogen (110 kPay);
Detector: FID (280°C);
Injector: SSL (carrier gas split after 1 min);
Temperature of SSL injector: 240°C;
Capillary column: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm,
Chrompack - CP-SIL 8 CB MS Low Bleeded.

Ryc. 2. Procedura oznaczania amfetaminy metodg HS-SPME-GC/FID.
Fig. 2. Procedure of amphetamine determination using HS-SPME-GC/FI
method.
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WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Krzywe kalibracyjne zawartosci amfetaminy we krwi i moczu wyznaczone
omawiang metodg dostarczajg informacji o liniowosci odpowiedzi detektora
ptomieniowo-jonizacyjnego wynoszacej okoto 0,96 (ryc. 3). Przy czym zastoso-
wanie dodatku wzorca wewnetrznego moze poprawi¢ wartos¢ wspotczynnika
korelacji liniowej R:. Uwzgledniajgc wartos¢ tta w trakcie analizy chromatogra-
ficznej oraz na podstawie krzywych kalibracyjnych obliczono stezenia granicy
wykrywalnosci i oznaczalnosci amfetaminy we krwi i moczu (tabela ). Poréwna-
nie tych wartosci ze stezeniami toksycznymi i $miertelnymi (1) wypada na
korzy$¢ prezentowanej metody, co pozwala na wykorzystanie jej w praktyce
toksykologicznej. Precyzje badanej procedury dla szesciu pomiardow préobek
moczu z dodatkiem amfetaminy (stezenie amfetaminy - 10 pg/ml) okreslono
jako 17% wzglednego odchylenia standardowego.

Tabela |. Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci amfetaminy.
Table |I. Detection and determination limit of amphetamine.

Materiat biologiczny Granica wykrywalnosci Granica oznaczalno$ci
Biological materiat Detection limit Determination limit
pa/mi pg/mi
krew* blood 0,15 0,30
mocz urine 0,05 0,10

* Stezenie amfetaminy we krwi (1): lecznicze - od 0,05 do 2 pg/ml, toksyczne -
od 1 do 3 pg/ml i Smiertelne - ponad 0,5 pg/ml ($rednio 8,6 pg/ml)
Concentration of amphetamine in blood (1): therapeutic - from 0,05 to 2
pg/ml, toxic - from 1 to 3 pg/ml and lethal - above 0,5 pg/ml (average 8,6

pg/ml)

Na ryc. 4 poréwnano chromatogramy wykorzystane do wyznaczenia krzywej
kalibracyjnej zawartosci amfetaminy w moczu z detekcjg ptomieniowo-
jonizacyjna. Warto zwrdci¢ uwage na ograniczenie wptywu zwigzkéw utrudniajg-
cych miarodajng analize chromatograficzng, o czym s$wiadczy niewielka ilo$¢
zwigzkow chemicznych w sasiedztwie piku amfetaminy. Opracowang procedure
wykorzystano do oznaczania amfetaminy we krwi i moczu mezczyzny-denata
(stezenie amfetaminy w moczu wyniosto 9,9 pg/ml a we krwi 10,3 pg/ml), przy
czym obecnos¢ amfetaminy w moczu byla potwierdzona metodg immunofluore-
scencji w Swietle spolaryzowanym.
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Ryc. 3. Krzywe kalibracyjne zawartosci amfetaminy we krwi (a) i moczu (b)
wyznaczone metodg HS-SPME-GC/FID

Fig. 3. Calibration curves of amphetamine concentration in blood (a) and urin
(b) determined by HS-SPME-GC/FID
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Ryc. 4. Poréwnanie chromatograméw wykorzystanych do wyznaczenia krzywej
kalibracyjnej zawartosci amfetaminy w moczu (HS-SPME-GC/FID)

Fig. 4. Comparison of chromatograms applied to determination of calibration
curves of amphetamine concentration in urine (HS-SPME-GC/FID)

WNIOSKI

1. W pracy wykazano przydatnos¢ metody SPME do badania zawartosci
amfetaminy w krwi i moczu. Zastosowana metoda pozwala na kilkukrotny
wzrost czutosci oznaczenia amfetaminy w stosunku do tradycyjnej metody
analizy w fazie nadpowierzchniowe;.

2. Do zalet metody SPME nalezy zaliczy¢ ograniczenie ilosci koniecznych
operacji analitycznych. Tym samym istnieje mniejsze ryzyko popetnienia
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btedu grubego i systematycznego, a dodatkowo znacznie skraca sie czas
analizy.

3. Metoda jest prosta a jej koszty sag relatywnie niskie. W odréznieniu od innych
metod wzbogacania analitow, w metodzie SPME catkowicie wyeliminowan
zuzycie drogich i toksycznych rozpuszczalnikéw. Ponadto charakteryzuje sie
ona ograniczeniem wptywu zwigzkéw utrudniajacych miarodajne oznaczen
koncowe.

4. Metoda SPME wymaga jednak stosunkowo czestej kalibracji oraz szczegdinej
dbatosci o czystos¢ widkna sorpcyjnego. W celu uzyskania powtarzalnych
wynikéw metodg SPME konieczne jest doktadne kontrolowanie i odtwarzan:
parametrow procesu sorpcji i desorpcji analitéw z widkna.
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Background: The pulmonary complications of illicit drug abuse may be the most common
form of drug-induced lung disease. Main purpose: The aim of the study was to
determine pulmonary complications associated with intravenous heroin abuse. Pacients
and methods: Lung tissue samples from 43 drug addicts and 28 ,normal" persons
submitted for medico-legal autopsy at the Institute of Forensic Medicine of Slovak
Postgradual Academy of Medicine and Institute of Forensic Medicine of School of
Medicine of the Comenius University in Bratislava were evaluated by method of light
microscopy. Results: In the heroin addict cases pulmonary oedema in 49% and
emphysema in 7% of cases were found. Statisticaly significant (p > 0,05) increased
number of hemosiderin-negative pulmonary macrophages in 88% of cases of drug
addicts was found. Conclusions: The Increased number of pulmonary macrophages in
the group of heroin addicts can indicate may lung defense mechanism defects and/or
direct heroin influence on macrophages as well. The possible conclusion of this study for
practical application: occurrence of increased number of hemosiderin-negative
pulmonary macrophages by negative autopsy findings in young people points to the
probability of heroin abuse as well as for the necessity to investigate option this in
a person's history.

Key words: heroin addiction, morphology, pulmonary macro-
phages

INTRODUCTION

The prevalence of drug abuse is thought to be increasing in Slovak Republic
in last ten years (Novomesky, 1996). The patterns of drug abuse prevalent in
a given population are determined by a variety of factors such as the cost or
availability of particular substances, peer pressure, local customs, and legat
pressures. The pulmonary complications of illicit drug abuse may be the most



