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Amfetamina face parte din grupa medicamentelor excitante ale sis-
temului nervos central, cu proprietati psihostimulante marcate. Folosirea
ei ridica probleme toxicologice majore atit sub aspectul intoxicatiei acute
(supradoziri, sinucideri), cit si a celei cronice (abuz de medicamente.
dopaj, toxicomanie), rezolvarea carora necesitd dozarea rapidd a substan-
tei din materiale biologice (1,2).

Pentru determinarea cantitativd a amfetaminei, literatura de specia-
litate indicd metode volumetrice, colorimetrice bazate pe reactii de
culoare ale amfetaminei cu diferiti reactivi (3, 4, 5).

In vederea dozirii amfetaminei din materiale biologice am studiat
aplicabilitatea metodei spectrofotometrice cu coloranii organici, denumita
in literatura de specialitate ,,acid dye method* (6, 7, 8).

Material si metodd

Amfetamina, datorita bazicitatii moleculei (structura fenilalchil-aminz
pK = 4,2), formeazad siruri liposolubile cu diferite tipuri de coloranti
organici acizi. Acesti compusi, datoritd liposolubilitatii lor, pot fi extrasi
cantitativ cu solventi organici s§i apoi descompusi prin acidulare sau
alcalinizare, punindu-se in libertate colorantul respectiv, a carui colora-
tie se determina fotometric.

In lucrarea de faid ne-am propus experimentarea conditiilor optime
de lucru ale metodei, folosind ca reactiv colorantii: tropeolina 00 (Too),
albastru de bromtimol (ABT), metiloranj (MO) si eriocrom T (erio T).
Reactivi:

— sol. etalon sulfat de amfetamina D.L. (Merck) 1 ml/0,1 mg in apa

— sol. tropeolina 00, sarea sodici, 1% in apa (Too)

— sol. albastru de bromtimol, 0,1°s in apa (ABT)

— sol. metiloranj 0,1° in apa (MO)

— eriocrom T substanti, p.a.

— sol. acetat de sodiu 2 M
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— tampon acid acetic-acetat de sodiu (pH = 4,5)/9.8 m! sol. 0,2 M
acetat de sodiu, 10,2 m! sol. 0,2 M acid acetic/

— sol. acid sulfuric 1% (in vol) in metanol

— sol. hidroxid de sodiu 0.4"s in metanol

— cloroform p.a.

— metanol absolut

Tehnica de lucru

Pentru prepararea scérii etalon, intr-o serie de pilnii de separare se
introduc cantitati crescinde din solutia etalon de amfetamini (intre
2—200 «g substanta activd). Probele se completeazi pind la un volum
de 5 ml fie cu apa distilatd, fie cu un tampon indicat pentru metoda
respectivd in tabelul nr. 1. In continuare se adauga cite 3 ml din solutia
reactiv-colorant, sc¢ agitid energic, apoi se extrage cu 10 ml cloroform. Se
separd in eprubete gradate cite 9 ml din extractul cloroformic la care
se adaugd 1 ml solutie de H:SO: sau NaOH in metanol. in funciie de
metoda aplicata.

Intensitatea coloratiei se citeste la Spccol, la lungimile de unde
(2.max) stabilite de noi pe baza curbelor de absorbtie ale colorantilor.

Tabelul nr. 1. aratd schema metodelor de dozare

Tabelul nr. 1

Schema de lucru a metodelor de dozare

I
5 ! Descom-
5§ Cant. de Vol. tot. | Color;n)t Solvent | punerea Coloratia
E§ amfetaminal de pr. 5 m!| (reactiv sarii liposol.
. - - o t
- i tampon tropeoli- | CHCILi | H,80; in . Tosu
" :)%l:roogg | acid wcet. , na 00 1" 10 ml metanol (7.max =330)
Too sau in | acetat Na 3 ml 1 ml
urini I (pH=1.3)
f
R ce- . albastru CHCI; | NaOH in albastru
2 ;2 2?1;i;§ , f;)tldg s~ de bram- 10 ml metanol (J.max =5%0)
ABT| sauin diu 2M . lt;m;lml 1 ml i
urind »lTe 9 [ i
: dis- metilo- CHCI, H:S0; in _ rosu
& %g-xpoxga:;‘: a‘:ga:z;s ranj 10 ml metanol (. max = 530)
MO |[sau in rezid. 0.1% .l. 1 ml
extr. reluat 3m ,
in H;SOq ]
0.01 N |
( i
l i erio T CHCI; | HaSO¢ in | rosu
* 20_1:2,;? a?ﬁa?as_ subst. 10 ml ! metanol | ( max = 530)
Erio [ P¢ 0.005 £ ‘ 1m | !
T proba E X
! i
81

§ - Revista Medicald



Curbele de etalonare sint redate in figurile nr. 1, 2, 3, 4.
In urma calculelor statistice se constati o liniaritate excelenti in
domeniul de concentratii intre 10-—100 xg substanti activa (tabel nr. 2).

Tabelul nr. 2
Prelucrarea statisticd a rezultatelor

Nr. Substanta si —
crt. reactiv Y=bx+a Sn T
1. Amfetamind cu v -+ 0,016407 = (0.23214 +
tropeolind 00 -+ 0.01960) x + (-0.02169 + <+ 0016407 =+ 0.0359
=+ 0,01527)
2. Amfetaming cu v & 0,003752 = (0,57 +
albastru de = 0,62765) x + (0,023 + + 0,008752 + 0.9934
bromtimol + 0,009176)
3. Amfetamini cu ¥ -+ 00736 = (1477 +
metiloranj =+ 0,3608) x + (0.04245 + - 0,0736 - 0.98:2
-+ 0,03882)
4. Amfetamini cu y + 0.00751 = (1,7166 +-
ericcrom T + 0,04134) x + (0.000667 -*- + 0,00751 + 0.9976
+ 0.604679)

Rezultate si discutii

Rezultatele experientelor privind stabilirea conditiilor optime de
lucruy, reflectd urmatoarele:

1. pH-ul influenteaza formarea §i extractia sarii liposolubile colorant-
amfetamini. Astfel lucrind cu Too, cele mai bune rezultate se obtin la
pH usor acid (pH=4.5), stabilit cu tamponul acid acetic-acetat de sodiu.
In cazul reactivului ABT. sarea respectivd se formeazi la valorile de pll
cuprinse intr-un interval de pH 6,6—7.4 in prezenta solutiei de acetat
de sodiu 2 M. Utilizarea tamponului fosfat Sérensen indicat de literatura
de specialitate a dat rezultate mult inferioare celor obtinutz cu solutie
de acetat de sodiu.

In cazul doziriler efectuate cu MO si Erio T, tamponarea mediului
de lucru nu este necesard. pH-ul 5,8—86 al solutiei analizat corespunde
chiar valorilor de pH optime formirii si extractiei compusului amfeta-
mini-colorant.

2. Ca seolvent extractiv al compusului cercetat, cel mai adecvat s-a
dovedit a {i cloroformul. Am incercat aplicabilitatea altor solventi organici
citati de literatura de specialitate (benzen, diclormetan), care insid nu au
asigurat extractia cantitativa a sarii.

Metodele 1 si 2 prezintd avantajul utilizarii lor pentru determinarea
amfetaminei direct din urina (lucrind pe 2 ml probé de urina).

Metodele 3 si 4, prevad extractia anterioard a amfetaminei din pro-
bele biologice. In acest caz proba de urind se alcalinizeazd cu NH:OH
diluat (pH = 10—11), si se extrage cu eter. Reziduul uscat, dupa evapo-
rarea eterului este reluat cu acid sulfuric 0,01 N, adiugat in cantitati
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equimoleculare (pentru evitarea excesului de H:SO). Sclufia obtinuta
serveste pentru determindri cantitative, aplicind metodele aritate.

Concluzii

Metodele ,,acid dye" experimentate servesc pentru determinarea
raprda g1 simpia a amfetaminei din urina. Sensibilitatea metodelor este
avansata (2 ug substanta activa, 10 ml sol. extractiva).

Din rezultatele experimentale reiese ca aplicabilitatea cea mai buna
o prezinta metoda 1 (cu Too), care permite doziri directe din urina.
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Maria Kincses-Ajtay, Gyongyi Dudutz, Gydéngyver Coroian

CONTRIBUTIONS TO THE RAPID ASSAYING OF AMFETAMINE
IN BIOLOGICAL MATERIAL

With a view to assay amfetamine in biological material, the authors have
studied the applicability of acid dye mcthod. They used acid dyes as a reagent
¢.g tropeoline yJ .Too,, bromothymo] blue /BTB/, methyl orange /MO/ and erio-
chrome Jerio T/. The extraction of the fatsoluble salt amfetamine stain was made
with chloroform working in a medium plugged with acetic acid — sodium acetate
solution /pH = 43/ in Too, and sodium acetate solution 'PH = 66 — 74/ in
BTB. In the dyes erio T and MO the extraction was made in an unplugged me-
dium. The methods with Too and BTB can be applied directly on the urine for
assaying amfetamine.

These methods are reproducible and sensitive between 20—100 «g amfeta-
mine/sample.
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