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ABSTRACT: The authors have presented identification examinations of so-called ec-
stasy tablets taken from 3 different drug dealers working on the illicit drugs market.
Analysis of alcoholic extracts of these tablets and their hydrolysates obtained at vari-
ous pH’s was carried out by thin-layer chromatography in a screening system, UV
spectrophotometry, HPLC-DAD and mass spectrometry. This comprehensive analy-
sis allowed us to detect 4 active components in these tablets, namely: piracetam, caf-
feine, pemoline and salicylic acid. Such a quantitative composition makes this patent
drug a strong stimulant. The presence of pemoline allowed us to classify this prepa-
ration under controlled psychotropic substances of group IV-P (The Act of 24th April
1997 on Counteracting Drug Addiction).
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INTRODUCTION

In recent years, the supply of illegally sold stimulants and psycho-
stimulants has significantly grown. The preparations offered, in the form of
powders or tablets, contain mainly amphetamine and its derivatives in pure
form or with admixture of medicines, mainly analgesics (paracetamol, sali-
cylic acid) and sugar (saccharose). Preparations that do not contain these
psychoactive substances are also often sold under the name of amphetamine
or its derivatives [5]. Complete identification of these substances is difficult,
because they may be composed of several different medicines. However, the
use of various analytical methods of high sensitivity and specificity can lead
to successful identification. The presented report illustrates the difficulties
and problems connected with identification of drugs of abuse originating
from illegal sale.
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MATERIAL AND METHOD

The examined materials were:

1. 1257 celadon disc-shaped tablets, 12 mm diameter, 3 mm thick and
0.55 g unit mass. The letter “Q” and two crowns were engraved on the
tablets.

2. One pink-white disc-shaped tablet, 12 mm diameter, 3 mm thick,
0.55 g unit mass, with the letter “Q” and two crowns engraved.

3. A fragment of a celadon tablet with a mass of 0.20 g.

The tablets came from three different dealers and were described by them

as “ecstasy”. Their outward appearances showed considerable similarities.
The evidence was analysed in two stages. In the first stage, representa-
tive samples of tablets were examined. They were fragmented and dissolved
in methanol. In the second examination, their alcohol extracts and pemoline
standard extracts, which were obtained after acidic hydrolysis and extrac-
tion according to the Borkowski procedure with ether from acidic medium
and with chloroform from alkaline medium, were analysed [1]. Methanol ex-
tracts of the tablets and standard solutions of amphetamine, methamphet-
amine, ephedrine, 3,4-methyldioxyamphetamine (MDA), 3,4-methyldioxy-
methamphetamine (MDMA), 2,5-dimethoxyamphetamine (DMA),
3,4-methoxyethylamphetamine (MDEA), morphine and cocaine were exam-
ined by means of thin-layer chromatography (TLC). The analyses were per-
formed on Merck aluminium plates coated with silica gel G with the addition
of fluoresceine. The chromatograms were preliminarily eluted in chloro-
form : acetone (90:10) and methanol : ammonia (99:1) systems. The chro-
matographic zones were revealed by observation of the plates in ultraviolet
light at wavelength of 254 nm, and use of the following tests kit:
Dragendorff, Bratton — Marshal, Marquis, Mandelin, aqueous solution of
iron (IIT) chloride, solution of mercurous chloride and chlorobenzydine re-
agent [3, 6]. In a further study performed using the TLC method, a develop-
ing system was used composed of benzene : dioxane and acetic acid in the vol-
ume ratio of 90:25:4 and the chlorobenzydine test as the developing reagent.
Alcoholic extracts of the tablets were also analysed by means of high
pressure liquid chromatography with a diode array detector (HPLC-DAD).
The study was performed using Spectra Physics apparatus with an RP-18
column, 15 ¢cm x 4.6 mm x 5 um, and mobile phase composed of acetonitryle,
water, phosphoric acid and triethylamine (TEA) (3:5) at pH = 3.

Identification of individual components of the tablets was performed by
means of ultraviolet spectrophotometry, which was applied to eluates pre-
pared in 0.25 M H,SO,, coming from zones of the thin-layer chromatogram
eluted in a benzene : dioxane : acetic acid system (90:25:4). The measure-
ments were done using a Hitachi U-2001 spectrophotometer.
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The mass spectrometric (MS) method was applied to identification of sub-
stances after their elution with acetonitrile from the thin-layer chromato-
gram. The examinations were performed using the following equipment and
under the following conditions: Finigan LCQ DUO apparatus, electrospray
ionisation (ESI) method, direct sample injection into detector in the form of
ion trap, spray voltage — 4,5 kV, capillary temperature — 200°C, capillary
voltage — 10.00 V.

The same analytical procedure was applied to examination of ether-
acidic and chloroform-alkaline extracts of the tablets and the pemoline stan-
dard.

RESULTS

Preliminary screening quantitative examinations were performed,
which did not indicate the presence of amphetamine and its dioxy deriva-
tives, ephedrine, methamphetamine, morphine and cocaine.

The use of a selected developing system composed of a mixture of ben-
zene, dioxane and acetic acid allowed us to obtain well-separated zones of
four compounds. The results of colour reactions, as well as the values of sepa-
ration coefficients (shown in Figure 1) suggested the presence of salicylic
acid, caffeine, piracetam and pemoline in the analysed tablets.

Analysis by means of HPLC-DAD and UV methods confirmed the pres-
ence of salicylic acid, caffeine and pemoline in the tablets. The original
chromatogram obtained by means of HPLC-DAD is shown in Figure 2.

Figure 3 illustrates the absorption curves of the examined substances,
compared with the absorption curves of salicylic acid, caffeine and pemoline
standards.

A substance with retention factor (R, = 0.05) equal to the R, of piracetam
standard did not possess an absorption spectrum in the ultraviolet region
(nor did the piracetam standard). The presence of piracetam in tablets was
confirmed by means of the MS method. The mass spectrum recorded for the
zone with R, = 0.05 was consistent with the mass spectrum of piracetam
standard solution.

The path of the absorption curve in the ultraviolet region, corresponding
to the pemoline zone removed from the thin-layer chromatogram, was not
convincingly characteristic (Figure 3). Efforts to obtain a mass spectrum for
the pemoline zone did not give a satisfactory solution either. The results of
analysis of the alcoholic extracts of the tablets and pemoline by the TLC
method, obtained after acidic hydrolysis, are shown in Figure 5.

Figures 6 and 7 illustrate the results of examination, obtained by means
of UV spectrophotometry and HPLC-DAD for unhydrolysed pemoline and
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Fig. 3. The results of UV spectrophotometric measurements of thin layer chromatog-
raphy eluats of a tablet.

pemoline after hydrolysis. In the next figure are series of mass ions obtained
for acidic extract of pemoline zones, separated in the thin-layer.

DISCUSSION

The application of simple thin-layer chromatography, used for prelimi-
nary identification examinations in a selected developing system, allowed
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us to exclude the presence of psychoactive substances from the group of am-
phetamine derivatives — “ecstasy” — suggested by dealers and police, and to
show the same components in all tablets of varying origin, i.e. salicylic acid,
caffeine, piracetam and pemoline. The chlorobezydine test turned out to be
very useful for detection of the substances on chromatograms. It detected
the presence of all four components.

The identification performed on the thin-layer was verified by means of
ultraviolet spectrophotometry applied to eluates of chromatographic zones
of the separated substances, as well as by the HPLC-DAD method. It con-
firmed the presence of salicylic acid and caffeine, and was indicative of the
presence of pemoline (HPLC-DAD) in the examined material. The procedure
did not turn out to be useful in the case of piracetam, owing to a lack of ab-
sorption spectrum of this compound in the ultraviolet region. The character-
istics of this substance obtained by means of molecular ion size (MS) mea-
surement confirmed the presence of piracetam in the examined tablets.

Identification of pemoline was the most problematic. This is surely con-
nected with its internal structure, which results in the possibility of inter-
and intramolecular interactions [4].

The application of acidic hydrolysis to the examined material, parallel to
pemoline standard at 100°C, enabled a form of the compound to be revealed on
the thin-layer, which, in a zone with a coefficient R, value of 0.82, gave a col-
our reaction with mercurous nitrate solution and Bratton-Marshal reagent.
The absorption spectra in the UV region for the examined substance and stan-
dard were consistent with that given in the literature for pemoline [2].

The dimer of the pseudomolecular ion of pemoline, detected by means of
the mass spectrometric (MS) method in eluate from the chromatographic
zone of R, = 0.20 (unhydrolysed pemoline), fragmented under the impact of
increased MS/MS energy into a pemoline mass ion (m/z = 176.8).

The presence of salicylic acid, caffeine, piracetam and pemoline was
shown in tablets originating from 3 different sources on the illicit drugs mar-
ket. A preparation of such composition was not found on medicine lists, and,
furthermore, its qualitative composition suggests non-therapeutic use.

Three components of this preparation stimulate the central nervous sys-
tem, and the effect of pemoline, by analogy to amphetamine, can be intensi-
fied both by caffeine and piracetam [7].

Pemoline and its derivatives with psychoactive properties similar to am-
phetamine were withdrawn several years ago from health care in Poland [7].
Pemoline is classified as belonging to psychotropic substances of group IV-P
(The Act of 24th April 1997 on Counteracting Drug Addiction, Addendum 2).
The detection of its presence has allowed us to classify the examined tablets
into a group of controlled psychotropic substances.
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BADANIA IDENTYFIKACYJNE TABLETEK O NIEZNANYM
SKLADZIE POCHODZACYCH Z NIELEGALNEJ SPRZEDAZY
NARKOTYKOW

Joanna KULIKOWSKA, Rafal CELINSKI, Artur SOJA, Halina SYBIRSKA

WSTEP

W ostatnich latach znacznie wzrosta podaz $rodkéw pobudzajacych i1 psychosty-
mulujacych sprzedawanych nielegalnie. Oferowane preparaty w formie proszkow
lub tabletek zawieraja gléwnie amfetamine i jej pochodne w postaci czystej lub z do-
mieszka lekéw najczesciej o dziataniu przeciwbdélowym (paracetamol, kwas acetylo-
salicylowy) i cukru (sacharozy). Pod nazwa amfetaminy lub jej pochodnych sprzeda-
wane sa tez czesto preparaty, ktore w swoim sktadzie nie zawieraja tych substancji
psychoaktywnych [5]. Zlozone nawet z kilku réznych érodkéw leczniczych moga
stworzy¢ wiele probleméw analitycznych w badaniach stuzacych ich petlnej identyfi-
kacji. Jednak uzycie réznych metod analitycznych o wysokiej czutoécii specyficznosci
potrafi zapewnié pomyS$lne dokonanie analizy. Przedstawione doniesienie stanowi
ilustracje trudnoéci i probleméw zwigzanych z identyfikacja érodkéw odurzajacych
pochodzacych z ich nielegalnej sprzedazy.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowito:
1. 1257 tabletek barwy seledynowej w ksztalcie dysku o §rednicy 12 mm, grubos-
ci 3 mm 1 masie jednostkowej 0,55 g. Na tabletkach wyttoczona byta litera Q
i dwie korony.
2. Jedna tabletka barwy rézowo biatej w ksztalcie dysku o §rednicy 12 mm, gru-
boéci 3 mm i masie 0,55 g z wytloczona litera Q i dwiema koronami.
3. Fragment tabletki barwy seledynowej o masie 0,20 g.
Tabletki pochodzity od trzech réznych dealeréw 1 okre§lane byly przez nich jako
»ecstazy”, zewnetrzny wyglad tych tabletek wykazywal znaczne podobienstwa.
Materiat dowodowy analizowano dwuetapowo. W pierwszym etapie poddano
badaniu reprezentatywne probki tabletek, ktére po rozdrobnieniu rozpuszczono
w metanolu. W badaniu drugim analizowano ich ekstrakty alkoholowe (i wzorcowej
pemoliny) uzyskane po kwasnej hydrolizie i ekstrakcji wg Borkowskiego eterem ze
srodowiska kwaénego 1 chloroformem ze $rodowiska zasadowego [1]. Metanolowe
wyciagi tabletek oraz roztwory substancji wzorcowych amfetaminy, metafetaminy,
efedryny, 3,4-metylenodioksyamfetaminy (MDA), 3,4-metylenodioksymetamfeta-
miny (MDMA), 2,5-dimetoksyamfetaminy (DMA), 3,4-metylenodioksyetyloamfeta-
miny (MDEA), morfiny i kokainy badano metoda chromatografii cienkowarstwowej
(TLC) na ptytkach z folii aluminiowej firmy Merck z zelem krzemionkowym G z do-
datkiem fluoresceiny. Wstepnie rozwijano chromatogramy w uktadach ztozonych
z chloroformu : acetonu (90:10) 1 metanolu : amoniaku (99:1). Do ujawnienia stref
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chromatograficznych zastosowano obserwacje ptytek w §wietle ultrafioletowym przy
dtugosci fali 254 nm oraz zestaw testéw: Dragendorffa, Brattona — Marshala, Mar-
quisa, Mandelina, roztwér wodny chlorku zelaza III, roztwoér chlorku rteciawego,
odczynnik chloro-benzydynowy [3, 6]. W dalszych badaniach metoda TLC wykorzys-
tano uklad rozwijajacy ztozony z mieszaniny benzenu : dioksanu i kwasu octowego
w stosunku objeto$ciowym 90:25:4 i test chloro-benzydynowy jako odczynnik wywo-
tujacy.

Wyciagi alkoholowe tabletek analizowano réwniez metoda wysokoci$nieniowe]j
chromatografii cieczowej z detektorem diodowym (HPLC-DAD). Badania przepro-
wadzono w aparacie firmy Spectra Physics przy uzyciu kolumny RP-18 o wymiarach
15 cm x 4,6 mm x 5 um 1 fazy ruchomej zlozonej z acetonitrylu, wody, kwasu
fosforowego 1 tréjetyloaminy (TEA) (3:5) o pH = 3.

Identyfikacje poszczegdlnych sktadnikéw tabletek przeprowadzono metoda
spektrofotometrii w nadfiolecie zastosowana do sporzadzonych w 0,25 M H,SO, elu-
atoéw ze stref chromatogramu cienkowarstwowego rozwinietego w uktadzie benzen :
dioksan : kwas octowy (90:25:4). Pomiaréw dokonano za pomoca spektrofotometru
firmy Hitachi U-2001.

Metode spektrometrii masowej MS zastosowano do identyfikacji substancji po
ich wyeluowaniu z chromatogramu cienkowarstwowego za pomoca acetonitrylu. Ba-
dania przeprowadzono w nastepujacych warunkach: aparat marki Finigan LCQ
DUO, metoda jonizacji ESI (electrospray), bezposredni nastrzyk prébki na detektor
w postaci putapki jonowej, napiecie rozpylacza — 4,5 kV, temperatura kapilary —
200°C, napiecie kapilary — 10,00 V.

Taki sam tok postepowania analitycznego zastosowano do badania ekstraktow
eterowo-kwasnych i chloroformowo-zasadowych tabletek i wzorcowej pemoliny.

WYNIKI

Przeprowadzone wstepne przesiewowe badania jako$ciowe nie wykazaly w ta-
bletkach obecnos$ci amfetaminy i jej dioksypochodnych, efedryny, metamfetaminy
oraz morfiny i kokainy.

Uzycie wybranego uktadu rozwijajacego zlozonego z mieszaniny benzenu, diok-
sanu 1 kwasu octowego, pozwolito na uzyskanie dobrze rozdzielonych stref czterech
zwiazkow. Wyniki reakeji barwnych, a takze warto$ci wspoétczynnikow rozdziatu
(przedstawione na rycinie 1), sugerowaly obecno$¢ w analizowanych tabletkach
kwasu salicylowego, kofeiny, piracetamu i pemoliny.

Analiza metodami HPLC-DAD i UV potwierdzita w tabletkach obecnoéé kwasu
salicylowego, kofeiny i pemoliny. Na rycinie 2 przedstawiono oryginalny chromato-
gram uzyskany metoda HPLC-DAD.

Rycina 3 ilustruje krzywe absorpcji substancji badanych zestawione z krzywymi
absorpcji substancji wzorcowych kwasu salicylowego, kofeiny i pemoliny.

Substancja o wspélczynniku rozdziatu (R; = 0,05) odpowiadajacemu R, wzorcowe-
go piracetamu, jak i wzorcowy piracetam, nie posiadaly widma absorpcji w nadfiolecie.

Obecno$é piracetamu w tabletkach potwierdzono metoda MS, uzyskujac zapis
widma masowego strefy o R; = 0,05 zgodny z widmem masowym roztworu wzorcowe-
go piracetamu.
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Przebieg krzywej absorpcji w zakresie nadfioletu odpowiadajacy zdjetej z chro-
matogramu cienkowarstwowego strefie pemoliny nie byt przekonywajaco charakte-
rystyczny (rycina 3). Podjete proby uzyskania widma masowego dla strefy pemoliny
nie daty rowniez zadawalajacego rezultatu.

Na rycinie 5 przedstawiono rezultaty analizy ekstraktéw alkoholowych tabletek
1 pemoliny metoda TLC uzyskanych po kwasnej hydrolizie.

Ryciny 6 1 7 ilustruja wyniki badan uzyskane metoda spektrofotometrii w UV
i1 HPLC-DAD dla niezmienionej pemoliny i pemoliny poddanej hydrolizie. Na kolej-
nej rycinie przedstawiono pasma jonéw masowych uzyskane dla rozdzielonych na
cienkiej warstwie stref ekstraktu kwaénego pemoliny.

OMOWIENIE WYNIKOW

Zastosowanie prostej metody chromatografii cienkowarstwowej uzytej do wstep-
nych badan identyfikacyjnych pozwolilo w wybranym ukladzie rozwijajacym na
wykluczenie obecnosci sugerowanych przez handlarzy i policje substancji o dziataniu
psychoaktywnym z grupy pochodnych amfetaminy — ,ecstazy” i wykazanie we
wszystkich tabletkach réznego pochodzenia tych samych sktadnikéw, tj. kwasu
salicylowego, kofeiny, piracetamu i1 pemoliny. Bardzo cennym dla uwidocznienia na
chromatogramach substancji okazal sie test chlorobenzydynowy, ktéry ujawnit
obecno$é wszystkich 4 sktadnikéw.

Weryfikacja dokonanej na cienkiej warstwie identyfikacji przy pomocy metody
spektrofotometrii w $wietle ultrafioletowym zastosowana do eluatéw stref chroma-
tograficznych rozdzielonych substancji, jak 1 metoda HPLC-DAD, potwierdzita obec-
no$¢ w materiale badanym kwasu salicylowego, kofeiny 1 wskazywata na obecnoséé
pemoliny (HPLC-DAD). Takie postepowanie w przypadku piracetamu okazalo sie
nieprzydatne z uwagi na brak widma absorpcyjnego wspomnianego zwiazku w za-
kresie nadfioletu. Uzyskana charakterystyka tej substancji za pomoca pomiaru
wielko$ci jonu molekularnego (MS) potwierdzita obecnoéé piracetamu w badanych
tabletkach.

Najwiecej problemoéw przyniosta identyfikacja pemoliny. Zwiazane jest to zapew-
ne z jej struktura wewnetrzna, z ktérej wynika mozliwo$¢ oddzialywan zewnatrz-
1 wewnatrzczasteczkowych [4].

Zastosowanie kwasnej hydrolizy badanego materiatu réwnolegle z wzorcem pe-
moliny w temperaturze 100°C umozliwilo wykazanie na cienkiej warstwie takiej for-
my zwiazku, ktéry w strefie o wartoSci wspélczynnika R, = 0,82 dawal reakcje
barwna z roztworem azotanu rteciawego oraz z odczynnikiem Bratton-Marshala.
Widma absorpcyjne w zakresie UV dla substancji badanej i wzorcowej byly zgodne
z podanym w piSmiennictwie dla pemoliny [2].

Ujawniony za pomoca metody spektrometrii masowej (MS) w eluacie ze strefy
chromatograficznej o R;= 0,20 (pemolina niezmieniona) dimer jonu pseudomoleku-
larnego pemoliny fragmentowat pod wplywem zwiekszonej energii MS/MS na jon
masowy pemoliny (m/z = 176,8).

W tabletkach pochodzacych z nielegalnego rynku narkotykéw z 3 réznych Zrodet
wykazano obecno§é kwasu salicylowego, kofeiny, piracetamu i pemoliny. Preparatu
o takim sktadzie nie znaleziono w spisach lekéw, a jego sktad jakoSciowy wskazywaé
moze na nieterapeutyczne przeznaczenie. Trzy sktadniki tego preparatu pobudzaja
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o$rodkowy uktad nerwowy, przy czym oddzialtywanie pemoliny ze wzgledu na analogie
do amfetaminy moze by¢ nasilone zaréwno przez kofeine, jak i piracetam [7].

Pemolina oraz jej pochodne o wlasnoéciach psychoaktywnych podobnych do
amfetaminy przed kilku laty zostaly wycofane w Polsce z lecznictwa [7]. Pemolina
zaliczana jest do substancji psychotropowych z grupy IV-P (ustawa o przeciw-
dziataniu narkomanii z 1997 r., zatacznik 2). Wykrycie jej obecno$ci pozwolilo za-
kwalifikowaé badane tabletki do grupy kontrolowanych substancji psychotropo-
wych.



