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Amfetamina face parte din grupa medicamentelor excitante ale sis­
temului nervos central, cu proprietăţi psihost1mulante marcate. Folosirea 
ei ridică probleme toxicologice majore atît sub aspectul intoxicaţiei acuu· 
(supradozări, sinucideri), cît şi a celei cronice (abuz de medicamente. 
dopaj, toxicomanie), rezolvarea cărora necesită dozarea rapidă a substan­
ţei din materiale biologice (1,2). 

Pentru determinarea cantitativă a amfetaminei, literatura de specia­
litate indică metode volumetrice, colorimetrice bazate pe reacţii de 
culoare ale amfetaminei cu diferiţi reactivi (3, 4, 5). 

In vederea dozării amfetaminei din materiale biologice am studiat 
aplicabilitatea metodei spectrofotometrice cu coloranti organici, denumită 
în literatura de specialitate "acid dye method·' (6, 7, 8). 

Material şi metodă 

Amfetamina, datorită bazicităţii moleculei (structura fenilalchil-amin<t 
pK = 4,2), formează săruri liposolubile cu diferite tipuri de coloranţi 
organici acizi. Aceşti compuşi, datorită liposolubilităţii lor, pot fi extraşi 
cantitativ cu solvenţi organici şi apoi descompuşi prin acidulare sa.u 
alcalinizare, punîndu-se în libertate colorantul respectiv, a cărui colora­
ţie se determină fotometric. 

In lucrarea de faţă ne-am propus experimentarea condiţiilor optime 
de lucru ale metodei, folosind ca reactiv coloranţii: tropeolina 00 (Too). 
albastru de bromtimol (ABT), metiloranj (MO) şi eriocrom T (erio T). 
Reactivi: 
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- sol. etalon sulfat de amfetamina D.L. (Merck) 1 ml/0,1 mg în apă 
sol. tropeolina 00, sarea sodi că. 1 °'o in apă (Too) 
sol. albastru de bromtimol, 0,1° ~ în apă (ABT) 
sol. metiloranj 0,1 °'o in apă (MO) 
eriocrom T substantă, p.a. 

- sol. acetat de sodiu 2 M 



- tampon acid acetic-acetat de sodiu (pH = 4,5)/9.8 mi sol. 0,2 M 
acetat de sodiu, 10,2 mi sol. 0,2 M acid aceticl 
sol. acid sulfuric 1 O'o (în vol) in metan oi 
sol. hidroxid de sodiu 0.4"6 in metanol 
cloroform p.a. 
metanol absolut 

Tehnica de lucru 

Pentru prepararea scării etalon. intr-o serie de piinii de separare se 
introduc cantităţi crescinde din soluţia etalon de amfetamină (intrP 
2-200 .ug substanţ.ă activă). Probele se completează pînă la un volum 
de 5 mi fie cu apă distilată, fie cu un tampon indicat pentru met0da 
respectivă in tabelul nr. 1. In continuare se adaugă cite 3 mi din soluţia 
reactiv-colorant, se agită energic. apoi se extrage cu 10 mi cloroform. Se 
separă in eprubete gradate cite 9 mi din extractul c!oroiormic la care 
se adaugă 1 mi soluţie d~ I·I·S01 sau NaOH in metanol. in funcţie de 
metoda aplicată. 

Intensitatea coloraţiei se citeşte la Spccol. la lungimile de unde 
P-max) stabilite de noi pe baza curbelor de absorbţie ale coloranţilor. 

Tabelul nr. 1. arată schema metodelor de dozare 
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Curbele de etalonare sint redate în figurile nr. 1, 2, 3, 4. 
In urma calculelor statistice se constată o liniaritate excelentă în 

domeniul de concentraţii între 10-100 !<g substanţă activă (tabel nr. 2). 

Nr. Substanţa si 
crt. reactiv 

1. Amfetamină cu 
tropeolină 00 

2. Amfctamină cu 
albastru de 
bromtimol 

3. Amfetamină cu 
metiloranj 

4. Amfetamină cu 
eriocrom T 

Tabelul nr. 2 

Prelucrarea statisti-că a rezultatelor 

Y=bx +a 

v ± O,Gl6-l01 = (O.:n.214 ± 
± 0,01960) X+ (-0,02169 ± 

± ~.(}1527) 
" ± 0,003752 = (0,57 ± 
± 0,()2'785) X + (0,023 ± 

± 0,009176) 

y ~:- 0,0'736 = (1,477 ± 
± 0,3600) X + (0,()4245 ± * 0,0.1862) 

y ± 0.00151 = (1 '7166 -+: 
± O,OH34) x + (0.000067 + 

± 0.0()4679) 

Rezultate şi discuţii 

So 

± 0,01640i 

± 0,00875:! 

± O.Oi36 

± ().00751 

:r 

±O.!'a59 

± 0.9934 

± 0,9976 

Rezultatele experienţelor privind stabilirea condiţiilor optime de 
lucru, reflectă următoarele: 

1. pH-ul influenţează formarea şi extracţia sării liposolubile colorant­
amfetamină. Astfel lucrînd cu Too. cele mai bune rezultate se obţin la 
pH uşor acid (pH=4.5), stabilit cu tamponul acid acetic-o.cetat de sodiu. 
In cazul reactivului ABT. sarea respectivă se formeaz3. la valorile de pii 
cuprinse într-un interval de pH 6,6-7.4 în prezenţa soluţiei de acetat 
de sodiu 2 M. Utili~area tamponului fosfat Sorensen indicat de literatura 
de tpecialitate a dat rezultate mult inferioare celor obţinute cu soluţie 
de acetat de sodiu. 

In cazul dozărilor efectuate cu MO şi Erio T. tamponarea mediului 
de lucru nu este necesară. pH-ul 5,8-6 al solutiei analizat corespunde 
chiar valorilor de pH optime formării şi extracţiei compusului amfet3-
minii-colorant. 

2. Ca solvent extractiv al compusului cercet:lt, cel mai adecvat s-a 
dovedit a îi cloroformul. Am încercat aplicabilitatea altor solvenţi organici 
citaţi de literatura de specialitate (benzen, diclormetan), care însă nu au 
asigurat extracţia cantitativă a sării. 

Metodele 1 şi 2 prezintă avantajul utilizării lor pentru determinarea 
amfetaminei direct din urină (lucrînd pe 2 ml probă de urină). 

Metodele 3 şi 4, prevăd extracţia anterioară a amfetaminei din pro­
bele biologice. In acest caz proba de urină se alcalinizează cu NH~OH 
dilWlt (pH = 10-11), şi se extrage cu eter. Re?:iduul uscat, după evapo­
rarea eterului este reluat cu acid sulfuric 0,01 N, adăugat în cantităţi 

82 



~ 
1 

01-0 080 120 1,60 20 2/.0 

~ng. nr. 1: Curba etalon a amfetaminei 
Reactiv: metilorunj . 

• jE 
1 ).•530 1'\m 

(. mg •;. 

r19 nr. 3: Curba etalon a amfetaminei. 
Reactiv: tropeolina 00 

!E 
1 ).-590 nm 

C mg 0/o • 

0.10 Q10 030 0,1.0 050 0.60 

Fig. nr. 2: Curba etalon a amfetaminei. 
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Fig. nr. 4: Curba <'talon a amfetaminei 
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equimoleculare (pentru evitarea excesului de H:S04). Soluţia obţinută 
serveşte pentru determinări cantitative, aplicind metodele arătate. 

Concluzii 

Metodele "acid dye"" experimentate servesc pentru determinarea 
rapida Şl simpla a amfetammei din unnă. Sensibilitatea metodelor este 
avansata (~ ."g substanţă activă,10 ml sol. extractiva). 

Din rezultatele experimentale reiese ca aplicabilitatea cea mai buna 
o prezmta metoda 1 (cu Too), care permite dozări directe din urina. 
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CONTRIBUTIONS TO THE R.-\:?IU ASSAYING OF AMFET.\i\11!\iE 
IN lllOLOGICAL ,\tATERIAL 

With a view to assay amfetamine in biologtcal material, the authors have 
studied the applicability of acid dye< ml·thod. They used acid dyes as a reagent 
c.g tropeoUne uJ To.~., bromothymoJ blue /BTBI, methyl orange fMOf and erio­
chrome ferio Tf. The extraction of the fatsoluble salt amfetamine stain was madt· 
with chlorofonn work.in.g in a medium plugged with acet.ic acid - sodium acetate 
solution fpH = 4.5/ in. Too, and sodium acetate solution 'pH = 6.6 - 7.4.' in 
BTB. In the dyes erio T and MO the extractio.'1 was made in an unplugged me­
dium. The methods wi.th Too and BTB can be applied directl.v on the urine f<c 
assaying amfetamine. 

Thcse mcthods are reproducible and sensitive betwec.•n 20-100 1111 amfeta· 
minefsample. 




