OZNACZANIE AMFETAMINY I JEJ METABOLITOW METODA GC-MS

Wstep

Amfetamina i jej pochodne (metamfetamina, MDMA) s3a jednymi z popularniejszych
narkotykoéw w Polsce. Chociaz ich dzialanie jest raczej krotkotrwate to zarowno niezmieniong postac
narkotyku jak i jego metabolity mozna wykry¢ w ptynach ustrojowych (krew, §lina, mocz), wlosach i

paznokciach.

Tabela 1. Czas detekcji substancji psychoaktywnych
w probkach biologicznych [3, 24]

Czas wykrycia badanej
. substancji w probce Lite-
Solta biologicznej [h] ratura
krew | mocz wiosy
Amfetamina 5 72 Kilka miesiecy [3]
i Metamfetamina b.d. 72 b.d. [24]
; 10 72 Kilka miesiecy [3]
Kokaing b.d. 72 b.d. [24]
. 10 72 Kilka miesiecy [3]
Ghisty b.d. 72 b.d. [24]
) 5 120 Kilka miesiecy [3]
Kannabinole b.d. 120 b [24]
; ; ; 24 72 Kilka miesiecy [3]
Benzodiazepiny b.d. 75 b.d. [24]

Wstepne oznaczenie zwykle wykonuje si¢ za pomocg narkotestow, nalezy jednak pamietac,

ze ich skuteczno$¢ wynosi 90-95% 1 czasem potrafig dawac fatszywy wynik pozytywny.

Odczynnik Marquisa — wykrywanie amfetaminy, metamfetaminy, MDMA, MDEA, MBDB, heroiny, morfiny i kodeiny
Odczynnik kwas azotowy stezony — potwierdzenie obecnosci heroiny, morfiny i kodeiny

Odczynnik Simona — wykrywanie metamfetaminy, MDMA, MDEA i MBDB

Odczynnik Meckego — odréznianie morfiny od heroiny i kodeiny

Odczynnik Scotta — wykrywanie kokainy

Odczynnik Dille-Koppanyiego — wykrywanie barbituranéw

Odczynnik Ehrlicha — wykrywanie LSD

Odczynnik Fast Blue B Salt — wykrywanie produktéw Cannabis: marihuany i haszyszu

©NoO O WON =

Analiza jakosciowa

Ostateczne potwierdzenie obecnosci narkotykow wykonuje si¢, metodg chromatografii
gazowej sprzezonej z detektorem mas 1 poroéwnaniem wynikow z bibliotekg lub wzorcem. Podczas
analizy jako$ciowej oprocz samych narkotykow oznacza si¢ takze obecno$¢ produktéw metabolizmu
takich jak norefedryna, kwas benzoesowy, 4-hydroksyamfetamina, fenyloaceton (BMK). Nalezy przy

tym pamig¢tac, ze takze niektore leki podczas ich rozpadu metabolicznego wydzielajg amfetaming.

W celu poprawienia lotnosci analizowanych substancji i polepszenia jako$ci chromatogramu
tj. stosunku sygnal/szum, ksztattu pikéw i rozdziatu, stosuje si¢ derywatyzacje grup funkcyjnych np.

grupami sililowymi (MTSFA) lub chloromréwczanami etylu badZ metylu.
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Analiza ilosciowa

Metoda z wzorcem wewnetrznym polega na dodaniu do probki znanej ilosci sktadnika, tzw.
wzorca wewnetrznego (IST), ktory jest mozliwie najbardziej zblizony budowa do substancji
oznaczanych jednak dajacy wyrazny, osobny pik na chromatogramie. Wzorzec ten nie moze by¢
obecny w analizowanych probkach przed jego dodaniem. W celu uzyskania krzywej kalibracyjnej,
do kilku roztworéw wzorcowych o réznych stezeniach substancji oznaczanej, dodaje si¢ najczesciej
stalg 1 znang ilo§¢ wzorca wewngtrznego. Na podstawie uzyskanych chromatogramow roztworow
wzorcowych, wykresla si¢ zaleznos$¢ stezenia analitu w funkcji stosunku powierzchni piku analitu i

wzorca wewnetrznego.
Cel zadania

Wykry¢ narkotyki i ich metabolity w probce majacej imitowa¢ mocz i oznaczy¢ zawarto§¢ metoda z

wzorcem wewnetrznym.

Sprzet i odczynniki
1. Chromatograf gazowy z detektorem MS - TQS8040 i autosamplerem AOC-20i firmy
Shimadzu
2. Naczynka szklane do ekstrakcji ciecz-ciecz o pojemnosci 25 ml
3. Wodne roztwory wzorcowe amfetaminy, noreferdyny i pseudoefedryny o stezeniu 1 mg/mL

4. NaOH, AcOEt, czynnik derywatyzujacy MTSFA

Wykonanie analizy
1. Przygotowac roztwory wzorcowe:
a. Wzorcowy amfetaminy w metanolu o st¢zeniu 1 mg/mL

b. Wzorcowy benzyloaminy w metanolu o st¢zeniu 1 mg/mL



2. Chromatografia

a.

4.

Pobra¢ do 3 penicylinowek po 200 puL roztworow o znanym stezeniu z punktu 1. i ich
mieszaning 1:1 (po 200 uL),

Do kazdej fiolki doda¢ nas. KoCOs3 (ok. 1 mL).

Do kazdej z fiolek doda¢ 150 pL chloromréwczanu etylu i wytrzasa¢ przez 20 sekund.
Doda¢ Et,O (2,5 mL), usung¢ warstwe wodng pipeta, przenies¢ warstwe eterowa do
fiolki do GC-MS i wykonaé nastrzyki testowe wzorcowych mieszanin przed— po
derywatyzacji.

Dobra¢ parametry analizy tak aby uzyska¢ dobry rozdzial pikoéw po derywatyzacji.

Wyznaczy¢ wspotczynnik odpowiedzi detektora ze wzoru.

Gdzie:

f - wspotczynnik odpowiedzi detektora,

ha, hy: - wysoko$¢ piku analitu 1 wzorca wewngtrznego dla roztworo6w o znanych
stezeniach,
Ca Cyz - stgzenie analitu 1 wzorca w roztworach kalibracyjnych.

Wykonanie oznaczenia zawarto$ci narkotyku w préobce moczu

Pobra¢ 0,5 mL analizowanej probki moczu, doda¢ 100 uL roztworu wzorcowego
benzyloaminy, nasycony wodny KoCOs3 (ok. 1 mL) 1 150 pL. chloromréwczanu etylu.
Wiytrzasa¢ przez 20 sekund i doda¢ Et;O (2,5 mL), usunag¢ warstwe wodng, warstwe
eterowa przenies$¢ do fiolek do GC-MS i1 wykona¢ nastrzyk.

Procedurg powtdrzy¢ stosujac 1 mL, 2 mL, 3 mL i 5 mL moczu.

Wyznaczy¢ stezenie wzorca w probkach z punktu 3 zaktadajac objetos¢ roztworu

eterowego rowng 2,5 mL.

5.

Zawarto$¢ amfetaminy we wszystkich analizowanych probkach moczu wyznaczy¢ wg

wzoru z punktu e (pamig¢tajgc o roznych objetosciach probek moczu branych do analizy).
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