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ABSTRACT: Two separation modes of capillary electrophoresis (CE): capillary zone
electrophoresis (CZE) and micellar electrokinetic capillary chromatography (MECC)
were used for toxicological analysis of blood samples and pharmaceutical prepara-
tions. These two techniques were tested on commonly used phenothiazines (PHE)
and tricyclic antidepressants (TCA), which are drugs of forensic interest. The analyt-
ical potential of CZE and MECC was exemplified by the separation of four-drug mix-
tures added to blood and single-drug analyses of pharmaceuticals. The detection
limit for promazine in blood and repeatability of identification parameters (standard
deviations of relative migration times) for desipramine in a pharmaceutical prepara-
tion and promazine in blood samples were determined.
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INTRODUCTION

The first applications of capillary electrophoresis (CE) to drug analysis
took place in the late seventies and early eighties [3]. Plastic capillaries were
used at that time. In 1988 fused silica capillaries were introduced, which ini-
tiated the dynamic development of electrophoretic methods for drugs analy-
sis. At present in this area, three CE separation modes are mostly used: cap-
illary zone electrophoresis (CZE), micellar electrokinetic capillary chroma-
tography (MECC) and chiral separations. At the beginning of the nineties,
the first papers concerning CE applications to toxicological analysis ap-
peared. For instance, this technique was applied to analysis of: barbiturates
in serum and urea [4], benzodiazepines in urea [6] and serum [5], anti-
arrhythmic drugs, tricyclic neuroleptics and tricyclic antidepressants in
urea [1] and phenothiazines in pharmaceutical preparations [2].

The aim of this work was to study the possibility of application of CZE
and MECC to the analysis of psychotropic drugs in the phenothiazine (PHE)



and tricyclic antidepressant (TCAD) groups, in whole blood and phar-
maceuticals as well.

MATERIALS AND METHODS

Materials

The following drugs from PHE and TCAD groups were included in the
study:

– PHE: chlorpromazine, levomepromazine, perazine, promazine, thiori-
dazine;

– TCAD: amitriptyline, imipramine, clomipramine, desipramine, dox-
epin, nortriptyline, noxiptyline.

The drug standards were purchased from Sigma-Aldrich (Germany). The
following electrolytes were used as separation buffers:

– CZE: 50 mM CAPSO (3-[cyclohexylamino]-2-hydroxy-1-propanesulfo-
nic acid (Sigma, Germany) + methanol (HPLC grade – Merck, Ger-
many) (70:30, v/v), pH = 9.5;

– MECC: 40 mM sodium tetraborate (POCH, Gliwice), pH = 9.5 with ad-
dition of 10 mM STDC (sodium salt of taurodeoxycholic acid) (Sigma,
Germany).

Blood that had passed its expiration date was taken from the local blood
bank (“blank samples”) in Cracow, Poland. Pharmaceutical preparations:
Petylyl (Arzneimittelwerk, Dresden, Germany) and Anafranil SR (Novartis
Pharma AG Basle, Switzerland) were bought in a Polish pharmacy.

Preparation of samples for analysis

The drugs were analysed as single drugs or drug mixtures after appropri-
ate dilution of their methanolic standard solutions with water.

One tablet of each pharmaceutical preparation was pulverised in an ag-
ate mortar (after washing off the external layer from the tablet), dissolved in
a suitable amount of methanol, subjected to ultrasound and filtered. Before
analysis, methanolic solutions were appropriately diluted with water.

1 ml of “blank” blood was spiked with drug standard mixtures, in
amounts of 5 µg each. In order to estimate the detection limit of promazine,
this drug was added to “blank” blood in the following concentrations: 5; 2.5;
1.25; 0.63 and 0.31 µg/ml. Next the blood samples were extracted by the liq-
uid-liquid technique, according to the following procedure. 1 ml of the sam-
ple was alkalised with 3ml 0.6 M NaOH to pH = 12 and extracted using 5 ml
of hexane with isoamyl alcohol (99:1, v/v). The whole was gently shaken for
10 min and then centrifuged (3000 rpm) for 10 min. The organic layer was
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gradually transferred into 1.5 ml Eppendorf probes and evaporated to ca 0.5 ml
under nitrogen. Using CZE the examined drugs were re-extracted into
0.01% phosphoric acid, and, in the case of MECC, into 0.01% phosphoric acid
in 0.01 M aqueous solution of STDC. To this end, the organic layer was shaken
with 50 µl of appropriate medium for 3 min and centrifuged (5000 rpm) for
4 min. The separated aqueous layer was injected into the capillary.

Apparatus

A Prince 550 air thermostated capillary electrophoresis system (Prince
Technologies, Emmen, Holland) with Lambda 1010 spectrophotometer (Bis-
choff, Leonberg, Germany) was used.

The separations of compounds were carried out in a bare fused silica cap-
illary of 50 µm ID and 100 cm/66 cm length, at 30 kV. Samples were injected
into the capillary by the hydrodynamic technique using a pressure of
100 mbar for 6 sec. Detection of the analytes was carried out in light of wave-
length 210 and 254 nm.

RESULTS AND DISCUSSION

The following 12 commonly used psychotropic drugs in the phenothiazine
derivatives and tricyclic antidepressants groups (chlorpromazine, levome-
promazine, perazine, promazine, thioridazine, amitriptyline, imipramine,
clomipramine, desipramine, doxepin, nortriptyline and noxiptyline) were
included in the study. Two separation modes of capillary electrophoresis:
CZE and MECC were used. First, these techniques were tested on standard
single drug solutions. The obtained results indicated that all tested drugs
can be determined in pharmaceutical preparations.

In order to examine the separation possibilities of CZE and MECC meth-
ods in relation to the tested groups of compounds, these drugs were analysed
as standard mixtures. Good separations were obtained for a maximum of
four (Figure 1 and 2) and five (Figure 3) drugs. In the case of four-component
mixtures, two PHEs (promazine and chlorpromazine) and two TCADs
(desipramine and nortriptyline) were separated, and also four TCADs
(doxepin, imipramine, amitriptyline and clomipramine). In the five-compo-
nent mixture, five TCADs (desipramine, nortriptyline, imipramine, doxepin
and amitriptyline) were separated.

Next, analyses of blood samples spiked with standard mixtures were car-
ried out, and identification of the active substances in pharmaceuticals was
performed as well. In the case of pharmaceuticals analysis, the matrix effect
was not significant and both CE modes could be used interchangeably. For
a higher repeatability of the identification parameter, a second standard
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drug was added as an internal standard to preparation samples. The
electrophoregrams gained for the analysed preparations are shown in Fig-
ures 4 and 5.

Application of CZE and MECC to the analysis of blood samples for
tricyclic psychotropic drugs did not yield equally effective separation results
(Figure 6 and 7). The influence of the biological matrix on the determination
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Fig. 1. Separation of a standard mixture of two PHEs: chlorpromazine (Chl),
promazine (Pro) and two TCADs: desipramine (Des), nortriptyline (Nor) by CE-CZE.
Separation buffer: 50 mM CAPSO + methanol (70: 30, v/v), pH = 9.5; EOF – electroos-
motic flow.

Fig. 2. Separation of a standard mixture of four TCADs: doxepin (Dox), imipramine
(Imi), amitriptyline (Ami) and clomipramine (Clo) by CE-MECC. Separation buffer:
40 mM sodium tetraborane, pH = 9.5 with addition of 10 mM STDC; EOF –
electroosmotic flow.



of desipramine, nortriptyline, promazine and chlorpromazine in blood by
CZE was sufficiently significant to render impossible separation and identi-
fication of two out of the four drugs in the mixture (Figure 6). In this case,
good separation of desipramine and nortriptyline was obtained, but proma-
zine was poorly separated from the blood matrix, and chlorpromazine was
completely masked by the “biological background”. However, the presence of
endogenous compounds in the blood extract did not significantly influence the
course of analysis by MECC of this material containing four drugs (Figure 7).

56 K. Madej, M. WoŸniakiewicz

Fig. 3. Separation of a standard mixture of five TCADs: desipramine (Des), nor-
triptyline (Nor), imipramine (Imi), doxepin (Dox) and amitriptyline (Ami) by
CE-CZE. The remaining data are the same as in Fig. 1.

Fig. 4. Analysis of Petylyl (desipramine) with addition of imipramine (Imi) as an in-
ternal standard (IS) by CE-CZE. The remaining data are the same as in Fig. 1.



Good separation of all four components (doxepin, imipramine, amitriptyline
and clomipramine) in the mixture was achieved, but the peaks correspond-
ing to the tested drugs were relatively broad, and the separation time was
rather long (over 40 min).

The relative migration times (identification parameters) and their corre-
sponding standard deviations for analyses of: promazine in blood by MECC

Application of capillary electrophoresis ... 57

Fig. 5. Analysis of Anafranil (clomipramine) with addition of doxepin as an internal
standard (IS) by CE-MECC. The remaining data are the same as in Fig. 2.

Fig. 6. Analysis of: (a) blood with addition of a standard mixture of two PHEs:
chlorpromazine (Chl), promazine (Pro) and two TCADs: desipramine (Des), nor-
triptyline (Nor) and (b) “blank” blood by CE-CZE. The remaining data are the same
as in Fig. 1.



and desipramine in a pharmaceutical preparation by CZE are given in Ta-
ble I. The detection limit of promazine in blood was also estimated.

TABLE I . ANALYSIS OF PROMAZINE IN BLOOD BY MECC AND DESIPRAMINE IN
A PHARMACEUTICAL PREPARATION (PETYLYL) BY CZE

Sample
Separation

mode
Drug

Internal
standard

Relative
migration

time

Standard
deviation

LOD
[µg/ml]

Number of
repeated

measurements

Blood MECC Promazine Imipramine 1.08 0.05 0.65 5

Tablet CZE Desipramine Imipramine 0.86 0.01 – 3

CONCLUSIONS

1. The peaks on electrophoregrams corresponding to tested drugs ob-
tained by the CZE method were narrower and their migration times
were shorter and more repeatable as compared with the appropriate
peaks in the case of application of the MECC method.

2. Both separation modes: CZE and MECC may be equally effectively
used for identification of the tested psychotropic drugs in pharmaceu-
tical preparations.

3. MECC is preferable (to CZE) for blood analysis, because it possesses
greater separation possibilities and significantly reduces the influence
of the biological matrix on the separation results. In the case of appli-
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Fig. 7. Analysis of: (a) blood with addition of a standard mixture of four TCADs:
doxepin (Dox), imipramine (Imi), amitriptyline (Ami) and clomipramine (Clo);
(b) “blank” blood, by CE-MECC. The remaining data are the same as in Fig. 2.



cation of CZE to blood samples analysis, cleaner extracts, e.g. by using
the SPE technique, are required. Alternatively, application of a combi-
nation of two CE variants (e.g. CZE with an addition of appropriate
surfactant) may eliminate the matrix effect.

4. The estimated detection limit for promazine in blood (0.65 µg/ml) indi-
cates that the CE procedure may be applied to the analysis of most
commonly used tricyclic psychotropic drugs present in blood at low
toxic concentration levels. An appropriately greater pre-concentration
of blood samples, taking into account the possibility of analysis of
small samples by CE (of the order of a dozen or so µl, and a single injec-
tion into the capillary – a few nl) will most probably allow a lowering of
the detection limit to therapeutic concentration levels.
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ZASTOSOWANIE ELEKTROFOREZY KAPILARNEJ W ANALIZIE
TRÓJPIERŒCIENIOWYCH LEKÓW PSYCHOTROPOWYCH

Katarzyna MADEJ, Micha³ WO�NIAKIEWICZ

WSTÊP

Pierwsze zastosowania elektroforezy kapilarnej (CE) do analizy leków przypa-
daj¹ na prze³om lat siedemdziesi¹tych i osiemdziesi¹tych dwudziestego wieku [3].
Stosowano wówczas kapilary plastikowe. W roku 1988 wprowadzono kapilary kwar-
cowe, które zapocz¹tkowa³y dynamiczny rozwój elektroforetycznych metod analizy
leków. Aktualnie w tej dziedzinie najczêœciej wykorzystuje siê trzy warianty elektro-
forezy kapilarnej: kapilarn¹ elektroforezê strefow¹ (CZE), micelarn¹ elektrokine-
tyczn¹ chromatografiê kapilarn¹ (MECC) oraz rozdzia³y chiralne. Od pocz¹tku lat
dziewiêædziesi¹tych pojawiaj¹ siê równie¿ prace dotycz¹ce zastosowañ CE w analizie
toksykologicznej. Technikê tê zastosowano m.in. do analizy barbituranów w suro-
wicy i moczu [4], benzodiazepin w moczu [6] i surowicy [5], leków antyarytmicznych
oraz trójpierœcieniowych leków neuroleptycznych i przeciwdepresyjnych w moczu
[1], a tak¿e fenotiazyn w preparatach farmaceutycznych [2].

Celem niniejszej pracy by³o zbadanie mo¿liwoœci zastosowania CZE i MECC do
analizy leków psychotropowych z grupy fenotiazyn (PHE) i trójpierœcieniowych
leków przeciwdepresyjnych (TCAD) w pe³nej krwi oraz w preparatach farmaceutycz-
nych.

MATERIA£Y I METODY

Materia³y

W badaniach uwzglêdniono nastêpuj¹ce leki z grup PHE i TCAD:
– PHE: chlorpromazyna, lewomepromazyna, perazyna, promazyna, tiorydazy-

na;
– TCAD: amitryptylina, imipramina, klomipramina, dezypramina, doksepin,

nortryptylina i noksyptylina.
Standardy badanych leków by³y zakupione w firmie Sigma-Aldrich (Niemcy).

Zastosowano nastêpuj¹ce elektrolity jako bufory separacyjne:
– CZE: CAPSO kwas 3-[cyclohexylamino]-2-hydroksy-1 propanesulfonowy (Sig-

ma, Germany) + metanol (HPLC grade – Merck, Niemcy) (70:30, v/v), pH = 9,5;
– MECC: 40 mM tetraboran sodu (POCH, Gliwice); pH = 9,5 z 10 mM STDC (so-

dowa sól kwasu taurodeoksycholinowego) (Sigma, Niemcy).
Przeterminowan¹ krew od dawców (“œlepa krew”) otrzymano w stacji krwiodaw-

stwa w Krakowie. Preparaty farmaceutyczne: Petylyl (Arzneimittelwerk, Drezno,
Niemcy) oraz Anafranil SR (Novartis Pharma AG Bazylea, Szwajcaria) zakupiono
w aptece.



Przygotowanie próbek do analizy

Leki badano pojedynczo lub w mieszaninach po odpowiednim rozcieñczeniu wod¹
ich metanolowych roztworów wzorcowych.

Jedn¹ tabletkê z ka¿dego preparatu farmaceutycznego osobno ucierano w moŸ-
dzierzu agatowym (po uprzednim zmyciu z niej zewnêtrznej warstwy), rozpuszczano
w odpowiedniej iloœci metanolu, poddawano dzia³aniu ultradŸwiêków i filtrowano.
Przed analiz¹ metanolowe roztwory preparatów odpowiednio rozcieñczano wod¹.

Do 1 ml œlepej próby krwi dodawano mieszaniny standardowych leków w iloœ-
ciach po 5 µg ka¿dy. W celu oszacowania granicy detekcji promazyny, do krwi doda-
wano ten lek w stê¿eniach: 5; 2,5; 1,25; 0,63 i 0,31 µg/ml. Nastêpnie próbki krwi pod-
dawano ekstrakcji typu ciecz-ciecz wed³ug podanej dalej procedury. 1 ml próbki alka-
lizowano 3 ml 0,6 M NaOH do pH = 12 i ekstrahowano 5 ml heksanu z alkoholem izo-
amylowym (99:1, v/v). Ca³oœæ delikatnie wytrz¹sano przez 10 min, a nastêpnie wiro-
wano (3000 × rpm) przez 10 min. Warstwê organiczn¹ przenoszono sukcesywnie do
1,5 ml plastikowych probówek Eppendorfa i odparowywano w atmosferze azotu do
ok. 0,5 ml. Stosuj¹c wariant CZE leki reekstrahowano do 0,01% kwasu fosforowego,
natomiast w przypadku zastosowania MECC – do 0,01% kwasu fosforowego
w 0,01 M wodnym roztworze STDC. W tym celu warstwê organiczn¹ wytrz¹sano
z 50 µl odpowiedniego medium przez 3 min i odwirowywano przez 4 min (5000 × rpm).
Oddzielon¹ wodn¹ warstwê wstrzykiwano do kapilary.

Aparatura

W badaniach zastosowano termostatowany powietrzem system do elektroforezy
kapilarnej Prince 550 (Prince Technologies, Emmen, Holandia) po³¹czony ze spek-
trofotometrem (Bischoff, Leonberg, Niemcy).

Rozdzia³y zwi¹zków przeprowadzane by³y w pustej kapilarze kwarcowej o œred-
nicy 50 µm i d³ugoœci 100 cm/66 cm pod napiêciem 30 kV. Próbki wstrzykiwano do
kapilary technik¹ hydrodynamiczn¹ przy u¿yciu ciœnienia 100 mbar przez 6 s.
Detekcjê analitów prowadzono przy d³ugoœciach fal œwiat³a 210 i 254 nm.

WYNIKI BADAÑ I ICH OMÓWIENIE

W badaniach uwzglêdniono 12 powszechnie stosowanych leków psychotropo-
wych z grupy pochodnych fenotiazyn i trójpierœcieniowych leków przeciwdepresyj-
nych (chlorpromazynê, lewomepromazynê, perazynê, promazynê, tiorydazynê, ami-
tryptylinê, imipraminê, klomipraminê, dezypraminê, doksepin, nortryptylinê i nok-
syptylinê). Zastosowano dwa warianty separacyjne elektroforezy kapilarnej, tj. CZE
i MECC. W pierwszej kolejnoœci wspomniane techniki testowano na wzorcowych
roztworach pojedynczych leków. W wyniku przeprowadzonych eksperymentów
stwierdzono, ¿e wszystkie testowane leki mog¹ byæ oznaczane w preparatach farma-
ceutycznych.

W celu zbadania mo¿liwoœci separacyjnych zastosowanych metod: CZE i MECC
w odniesieniu do testowanej grupy zwi¹zków, leki te analizowano w ich wzorcowych
mieszaninach. Dobre rozdzia³y uzyskano maksymalnie dla czterech (rycina 1 i 2)
i piêciu (rycina 3) leków. W przypadku mieszanin czterosk³adnikowych by³y to: dwie
pochodne fenotiazyny (promazyna i chlorpromazyna) i dwa trójpierœcieniowe leki
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przeciwdepresyjne (dezypramina i nortryptylina) oraz cztery trójpierœcieniowe leki
przeciwdepresyjne (doksepin, imipramina, amitryptylina i klomipramina), natomiast
mieszaninê piêciosk³adnikow¹ stanowi³o piêæ trójpierœcieniowych leków przeciwde-
presyjnych (dezypramina, nortryptylina, imipramina, doksepin i amitryptylina).

W nastêpnej kolejnoœci wykonano analizy próbek krwi z dodatkiem wzorcowych
mieszanin leków, a tak¿e przeprowadzono identyfikacjê substancji czynnych w pre-
paratach farmaceutycznych. W przypadku analizy œrodków farmaceutycznych efekt
matrycowy nie odgrywa³ znacz¹cej roli i oba warianty CE mog³y byæ stosowane za-
miennie. W celu uzyskania wiêkszej powtarzalnoœci parametru identyfikacyjnego do
próbek preparatów dodawano drugi lek wzorcowy jako standard wewnêtrzny. Uzyska-
ne elektroforegramy dla analizowanych preparatów pokazano na rycinach 4 i 5.

Zastosowanie CZE i MECC do analizy próbek krwi na zawartoœæ trójpierœcienio-
wych leków psychotropowych nie da³o jednakowo efektywnych wyników rozdzia³u
(ryciny 6 i 7). W przypadku analizy krwi na zawartoœæ dezypraminy, nortryptyliny,
promazyny i chlorpromazyny metod¹ CZE wp³yw matrycy biologicznej okaza³ siê na
tyle istotny, ¿e uniemo¿liwi³ on rozdzia³ oraz identyfikacjê dwóch spoœród czterech
leków w mieszaninie (rycina 6). W tym przypadku uzyskano dobry rozdzia³ dla
dezypraminy i nortryptyliny, natomiast promazyna zosta³a s³abo oddzielona od
matrycy krwi, a chlorpromazyna zosta³a ca³kowicie zamaskowana przez „t³o” biolo-
giczne. Natomiast obecnoœæ zwi¹zków endogennych w ekstrakcie krwi nie mia³a
wiêkszego znaczenia dla przebiegu analizy metod¹ MECC tego materia³u zawie-
raj¹cego cztery leki (rycina 7). Uzyskano dobry rozdzia³ wszystkich czterech sk³adni-
ków w mieszaninie (doksepin, imipramina, amitryptylina i klomipramina), jakkol-
wiek piki odpowiadaj¹ce testowanym lekom by³y stosunkowo szerokie, a czas sepa-
racji d³ugi (ponad 40 min).

W tabeli I podano wzglêdne czasy migracji (parametry identyfikacyjne) i odpo-
wiadaj¹ce im odchylenia standardowe w dwóch przypadkach analiz: dla promazyny
we krwi metod¹ MECC i dezypraminy w preparacie farmaceutycznym metod¹ CZE.
Dla promazyny oszacowano równie¿ granicê detekcji we krwi.

WNIOSKI

1. Piki leków na elektroforegramach uzyskiwane metod¹ CZE s¹ wê¿sze, a czasy
migracji krótsze i bardziej powtarzalne w porównaniu z odpowiednimi czasa-
mi migracji w przypadku zastosowania metody MECC.

2. Oba warianty separacyjne CZE i MECC mog¹ byæ równowa¿nie stosowane do
identyfikacji testowanych leków psychotropowych w preparatach farmaceu-
tycznych.

3. W odniesieniu do analizy krwi, wariant MECC jest bardziej preferowany ni¿
wariant CZE, gdy¿ posiada on wiêksze mo¿liwoœci separacyjne i w znacznym
stopniu redukuje wp³yw matrycy biologicznej na wynik rozdzia³u. W przypad-
ku stosowania CZE do analizy próbek krwi wymagane s¹ czystsze ekstrakty,
np. przez zastosowanie techniki SPE. Alternatywn¹ drog¹ eliminacji efektu
matrycowego mo¿e byæ zastosowanie kombinacji dwóch wariantów CE, na
przyk³ad CZE z odpowiednim dodatkiem surfaktanta.
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4. Oszacowana granica wykrywalnoœci dla promazyny we krwi (0,65 µg/ml)
wskazuje, ¿e zastosowana procedura CE mo¿e byæ wykorzystywana w analizie
wiêkszoœci powszechnie stosowanych trójpierœcieniowych leków psychotropo-
wych znajduj¹cych siê we krwi w niskich stê¿eniach toksycznych. Odpowied-
nio wiêksze zatê¿enie próbki przy mo¿liwoœci analizowania technik¹ CE
ma³ych objêtoœci próbek (rzêdu kilkunastu µl, pojedynczy nastrzyk próbki na
kolumnê – kilka nl) najprawdopodobniej pozwoli obni¿yæ granicê wykrywalno-
œci do poziomu stê¿eñ terapeutycznych.
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