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ABSTRACT 

Use of gas chromatography-mass spectrometry for urinar_v sympathomimetic amine detection in anti-doping 
control 

A specific, sensitive and reliable gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) technique for 
detection of sympathomimetic amines following urinary extraction is proposed. 

Amphetamine, phentermine, ephedrine, mephenorex, methylphenidate, benzphetamine, clobenzorex 
and internal standard (fenfluramine) are extracted from urines at pH 7.0 using elution by chloroform- 
isopropanol on C,, cartridges. Derivatization followed by GC-MS analysis allows identification of these 
drugs founded on relative retention times and mass spectra. 

The quantitation limit for derivatizable drugs was found to be 200 ng/ml and 500 ng/ml for under- 

ivatizable drugs. 

INTRODUCTION 

Les amines sympathomimttiques non phenoliques: amphetamine (AM), phen- 
termine (PT.), ephedrine (EPH), mefenorex (MF), clobenzorex (CB), benzphttamine 
(BM), methylphenidate (MPD) sont largement utilistes chez les sportifs [I] et chez les 
drogues [2,3]; de ce fait, il est necessaire de developper des techniques de detection 
sensibles et Iiables. Les techniques de dosage radioimmunologique (RIA) [4] ou 
fluoroimmunologique [5] ne sont pas speciliques d’une molecule donnee et prtsentent 
des reactions croisees avec des substances de structure voisine. La detection des 
amphetamines par chromatographie sur couche mince [6] offre des limites de detection 
plus &levees que par chromatographie gazeuse-spectromttrie de masse (CG-SM). 
D’autre part, les screenings rtalises en chromatographie gazeuse couplte, soit a un 
detecteur NPD [7], soit a un detecteur a ionisation de flamme [8], ne permettent 
d’identitier la drogue recherchte que par son temps de retention relatif a un &talon 
interne. 

La CG-SM permet une detection de faibles quantitts de drogues dans l’urine et 
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leur identification absolue directement, de facon precise et exacte, par leur temps de 
retention relatif et leur spectre de masse. La technique que nous avons developpee 
utilise une extraction des drogues sur cartouche Cl8 suivie d’une derivation par 
l’anhydride trifluoro acetique (TFA). Les amines sympathomimetiques sont ensuite 
analysees par CG-SM. 

MATfiRIELS ET Ml?THODES 

Appareillage 
Ensemble chromatographe en phase gazeuse-spectrometre de masse, CG-SM, 

QP 1000, Shimadzu; passeur automatique d’tchantillon AOC-9, Shimadzu; systeme 
informatique pour le stockage et le traitement des don&es, ordinateur V 286 Victor 
relic a une imprimante KX-P 1083 Panasonic. 

Matbiels et r&act&s 
Bat d’extraction Vat-Elut; cartouches Crs, 500 mg de phase, 3 ml, Bond-Elut; 

thermobloc Gebr-Liebisch, Brackwede (R.F.A.); vortex Janke et Kunfel, IKA-Werk 
(R.F.A.); pH-mttre, PHN 75, Tacussel; methanol, Uvasol, Merck; ethanol absolu, pro 
analysis, Merck; 2-propanol, pro analysis, Merck; eau pour preparations injectables, 
Aguettant; chloroforme, Spectrosol, SDS; acetate d’ethyle, Codex, Carlo Erba; TFA 
anhydride, Pierce; soude, R. P. Normapur, Prolabo; acide chlorhydrique, Rectapur, 
Prolabo; amphetamine sulfate, Rhone Poulenc; methyl amphetamine hydrochloride, 
Delagrange; phentermine base, Roussel Uclaf; clobenzorex hydrochloride, Roussel 
Uclaf; (i-) ephedrine hydrochloride, Aldrich; fenfluramine hydrochloride, Servier; 
benfluorex hydrochloride, Servier; mefenorex hydrochloride, Roche; methylphenidate 
hydrochloride, Ciba-Geigy; benzphetamine hydrochloride, Upjohn. 

Les solutions meres sont preparees par dissolution du produit pur dans l’tthanol, 
sauf pour l’amphetamine qui est dissoute dans l’eau. Elles ont une concentration de 
1000 mg de produit pur sous forme base par litre de solvant. 

Conditions opkratoires de la kparation par CG-SM 
Chromatographie. Colonne “wide-bore” en verre, SPB-I, 30 m x 0,75 mm I.D., 

1,0 pm d’epaisseur de film, Supelco; gaz vecteur helium N 60, Air liquide; pression en 
tete de colonne: 0,25 bar; injecteur: mode splitless, 300°C; programmation des 
temperatures du four: 120°C pendant 4 min puis programmation de 20”C/min jusqu’a 
260°C puis stable pendant 1 min; duree du cycle chromatographique: 20 min. 

Znjecteur automatique. Volume d’injection, 1 ~1. 
Spectromstre de masse. Mode d’ionisation, impact Clectronique a 70 eV; 

filament, 60 PA; temperature du separateur, 280°C; temperature de la source, 250°C; 
gaz d’appoint, 20 ml/min; gain, 1750 V; gamme de balayage de 49 a 549 u.m.a. (vitesse 
de balayage de 1 ,l s.). 

MISE AU POINT DE LA DfiRIVATION 

Certaines amines sympathomimetiques possedant un groupement amine I ou 
amine II sont polaires (Tableau I). Cette polarite provoque un effet de trainee sur les 
traces chromatographiques d’od un manque de resolution des pits. En transformant 



CG-SM DES AMINES SYMPATHOMIMETIQUES URINAIRES 111 

TABLEAU I 

STRUCTURE CHIMIQUE DES AMINES SYMPATHOMIMGTIQUES 

EPHEDRINE PHENTERMINE METHYLPHENIDATE 

AMPHETAMINE ET DERIYES AMPHETAMINIQUES 

CH 2 _ CH _ N’ 

I , ‘R 3 

R1 CH 3 

D&nomination Commune Internationale R, R2 R3 

Amphktamine 
Fenfluramine 
Benzphttamine 
Mkftnorex 
Clobenzorex 
Benfluorex 

H H H 
CF3 H CzHs 
H CH3 CH&H, 
H H (CHdKl 
H H CHZC,H4CI 
CF3 H (CHJZOCOC~H, 

ces amines I et II en amines III trifluorees, ce probleme disparait. L’agent de derivation 
utilise est le TFA [9]. 

Nous avons choisi le benfluorex (BFR) comme etalon pour la mise au point de la 
derivation car il presente une structure chimique et un comportement chromato- 
graphique proche des amines sympathomimttiques, et il n’est pas derivable. 

Les differents essais de derivation ont et& realists avec des solutions de travail 
a 100 mg/l pour AM, PT, EPH, FFR, MF, CB et MPD, et a 250 mg/l pour BFR. Les 
solutions de travail sont preparees par dilution des solutions meres dans un volume 
approprie d’ethanol. 

Quantitk de rkactif 
Sur deux residus sets A et B (A = AM, PT, EPH, FFR et BFR; B = MF, MPD, 

CB et BFR) ont et6 test&es diffirentes quantites de TFA: 50, 100, 200 et 500 ,ul. Pour 
chaque quantite, deux essais ont tte realises. Les variations des intensites relatives des 
pits chromatographiques sont sensiblement identiques ( f 5% d’ecart) quelque soit la 
quantite de TFA. Nous avons opte pour une quantite de TFA de 200 ,ul. 
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Temptkture de dkrivation 
Les rtsidus sets A et B, aprts ajout du reactif de derivation, ont Cte soumis 

a differentes temperatures: 55, 65, 75, 85, et 95°C. Deux essais ont et& realids pour 
chaque temperature. Les reponses relatives sont plus importantes de 18 a 20% pour 
AM et PT, pour une temperature comprise entre 75 et 95°C. Pour les autres substances, 
les variations des intensites relatives des pits chromatographiques restent identiques: 
une variation de f3% a et& observee. 

Temps de &action 
Nous avons test& les temps de contact: 5, 10, 15, 30 et 60 min sur les residus A et 

B. Deux essais ont Cte faits pour chaque temps. Pour le temps 5 min, nous obtenons la 
meilleure reponse. La repetabilite de la derivation dans les conditions suivantes 
-volume de reactif de 200 ~1, temperature de 85°C et temps de contact de 5 min- 
donne des coefficients de variation allant de 5,4 a 9,2% sauf pour EPH pour laquelle il 
est de 11% (nombre d’essais &gal a 6). Alors que--pour un temps de 15 min [9], les 
coefficients de variation varient entre 2,5 et 5,6% (sauf pour EPH pour laquelle il est de 
9,2%, pour un m2me nombre d’essais). Malgre une reponse inferieure de 13 a 28% a 15 
min par rapport a 5 min, nous avons choisi le temps de contact de 15 min car nous 
avons une meilleure repttabilite de derivation. 

Done, les conditions de derivations sont: quantite de TFA, 200 ~1; temperature, 
85°C; temps de reaction, 15 min. 

MISE AU POINT DE L’EXTRACTION URINAIRE 

Le screening est pratique en CG-SM, mode courant ionique total (TIC). Un 
logiciel de fragmentometrie a Cte utilise pour l’integration des pits. Nous avons utilise 
le mode TIC et non le fragmentometrie de masse (SIM) car l’un des interit de ce 
screening est, d’une part, la detection rapide des amines sympathomimttiques, et 
d’autre part la future adaptation de cette methode a beaucoup d’autres composes. 

Un essai prtliminaire, par injection des amines sympathomimetiques, a permis 
d’obtenir leurs spectres de masse (Figures 1 et 2). Le Tableau II regroupe les ions 
utilises en fragmentomttrie. La Figure 3 reprtsente le fragmentogramme d’un extrait 
urinaire avec les ions principaux de chaque substance. 

Choix de la technique d’extraction 
Les techniques d’extraction liquide-liquide frequemment employees [8,10,1 l] 

dtcrivent une mtthodologie consommatrice de temps, de solvants et nkessitant des 
extractions multiples pour obtenir un rendement correct et des extraits dtbarrassts des 
impure&. 

Pour remtdier a ces inconvenients, nous avons choisi l’extraction solideeliquide 
sur cartouche C18. En effet, cette mtthodologie presente les avantages suivants [12,13]: 
tconomie de solvants, rapidite de la manipulation, faibles volumes d’tchantillons 
trait&s, taux de recuperation Cleves, et elle permet d’obtenir des extraits propres. 

Description de notre technique 
Nous avons utilist des cartouches Cl8 a 500 mg de phase greffee. Un tchantillon 

de 10 ml d’urine amen& au pH desire et contenant l’etalon interne fenfluramine (FFR) 
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Fig. 1. Spectres de masse des amines sympathomimktiques (impact blectronique:70 eV). (A) Amphktamine- 
TFA; (B) phentermine-TFA; (C) tphkdrine; (D) fenfluramine-TFA. 

a ttti passe goutte a goutte sur la colonne. AprCs rincage de la colonne par 1 ml d’eau, 
l’elution a Cte faite par divers melanges chloroforme-isopropanol. Apres evaporation 
de I’eluant sous courant d’azote a une temperature infirieure a 70°C le residu set est 
derive par le TFA. Apres evaporation du TFA sous courant d’azote a temperature 
ambiante, le residu set est repris par 300 ~1 d’acetate d’ethyle. L’injection de 1 ,ul dans le 
chromatographe a et& faite par l’injecteur automatique. 

Les differents parametres de l’extraction sont testes dans les paragraphes 
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le8’, S=322 B=hwage[259->3411 Bpr216 Bi=56328. RI=?:54 

216 
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teax S=484 B=Average[448->4971 Bp=le5 Bi=382498. AT=le:48 

Fig. 2. Spectres de masse des amines sympathomimktiques (impact tlectronique: 70 eV). (E) Mtfknorex 
TFA; (F) mCthylphtnidate-TFA; (G) benzphktamine; (H) clobenzorex-TFA; (I) benfluorex. 
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TABLEAU II 

IONS UTILISES POUR LA FRAGMENTOMETRIE 

Substances Ions (m/z) 

AM-TFA 140 
PT-TFA 140 
EPH-TFA 154 
FFR-TFA 168 
MF-TFA 216 
MPD-TFA 180 
CB-TFA 125 
BM 91 

RL1.W Date 19-23-99 line 22:M:Sl 
1z5.8 

I) 
I& 2124 50 3:ltl 199 4112 158 5% 288 6:M 258 7X19 399 7154 358 WI 499 9:42 490 lW6 w 

Fig. 3. Fragmentogramme d’un extrait urinaire, charge en amines sympathomimttiques (1 pg/ml). 
1 = Clobenzorex; 2 = methylphtnidate; 3 = benzphttamine; 4 = mefenorex; 5 = fenfluramine; 6 = phen- 
termine et ephedrine; 7 = amphetamine; 8 = courant ionique total du chromatogramme correspondant. 
Temos de retention en min:s. 
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suivants. Pour &valuer leur variabilitt, la FFR est alors utilisee comme &talon externe; 
elle est introduite avant l’etape de derivation. 

Choix du solvant ci pHfixe 
Par transposition de l’extraction liquide-liquide [lo] a l’extraction solide- 

liquide, nous avons testt differents melanges de chloroforme-isopropanol. 
Pour un volume de chloroforme 15 a 3,5 fois superieur au volume d’iso- 

propanol, la quantite de substance &lute reste constante. 
Nous avons choisi le melange de solvant chloroforme-isopropanol (3:2, v/v). 

Volume de solvant ntcessaire 
Le volume de solvant, a pH 7, necessaire pour une Clution superieure a 95% des 

amines sympathomimetiques, est de 3 ml. 
Par mesure de stcurite, nous avons choisi un volume de 4 ml. 

Influence du pH urinaire 
Dans la gamme de pH test& la Figure 4 montre que l’elution est la plus 

importante a pH 7 pour la majorite des substances. 

Limite de quantifi:cation 
La concentration minimale urinaire d’amines sympathomimetiques dttectables 

en utilisant le TIC est de 200 ng/ml pour les substances derivables et de 500 ng/ml pour 
les substances non derivables. 

Validation de la technique d’extraction 
Pour la validation, nous avons effect& des essais de stabilitt des amines 

sympathomimetiques dans l’urine, de reproductibilitt et de rendement d’extraction. 
Essai de stabilit6 des produits dans I’urine. Deux pools d’urines chargees PI 

(contenant AM, PT et BM) et P2 (contenant EPH, MF, MPD et CB) ont ete stockts 
a jour 0 (Jo) a + 4°C pendant 21 jours. 

A Jo, J + 1, J + 7, J + 14 et J + 21, deux aliquots de chaque pool sont preleves et 
analyses. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

PH 

Fig. 4. Influence du pH sur l’extraction des amines sympathomimi.tiques. 
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Fig, 5. Etude de la stabilite dans les urines des amines sympathomimetiques en fontion du temps a +4C. 

La Figure 5 montre la stabilite des produits sur 21 jours. Entre J + 1 et J + 7, 
nous constatons une diminution de la quantite de substance extraite puis une 
stabilisation des pourcentages extraits (pour BM, nous n’avons obtenu des resultats 
que sur 14 jours). Au vu de ces rtsultats, un stokage des Cchantillons urinaires a - 20°C 
est preferable. 

Essai de stabilit6 des extraits urinaires. Des extraits ont Cte conserves a tempera- 
ture ambiante pendant trois jours. Pour les substances d&i&es, nous obtenons le 
troisieme jour une variation de &- 2% de la rtponse par rapport au premier jour. Pour 
la benzphetamine (non derivable), nous obtenons une variation superieure a + 10%. 

Reproductibilitk de l’extraction. Elle a et& test&e sur trois jours a trois niveaux de 
concentration differents: le niveau bas qui correspond a la limite de quantification 
(Lq), le niveau moyen qui est egal a cinq fois Lq et le niveau haut qui vaut 50 fois Lq. 

Sur ces trois jours, pour chacun des trois niveaux de concentration, nous avons 
extrait cinq aliquots. L’etalon interne (FFR) est ajoute a l’urine au moment de 
l’extraction. Le Tableau III donne les coefficients de variation obtenus sur l’ensemble 

TABLEAU III 

REPRODUCTIBILITE DE L’EXTRACTION 

Les moyennes sont celles des rapports de surface des pits par rapport d l’etalon externe (FFR). 
C.V. = Coefficient de variation. 

Drogue Niveau 

Bas 

.* 

Moyen Haut 

C.V. (%) x C.V. (%) x C.V. (%) 

AM 6625 9,7 6255 3,9 5682 4,0 
PT 12985 4,5 159,9 3,l 176,O 3,9 
BM 92,45 10,6 109,3 9,2 172,9 I,7 

EPH 136,l 67 127,0 4,8 160,4 5,6 

MPD Ill,1 4,7 88,6 8,9 125,2 535 
MF 95,3 478 87,0 6,9 87,8 4,l 
CB 140,2 4,6 142,8 4,7 151,O 4,8 
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Fig. 6. Courants ioniques totaux d’amines sympathomimetiques (1 pg/ml). (a) Melanges de solutions pures; 
(b) extrait urinaire. A = Amphetamine; B = phentermine; C = ephedrine; D = fenfluramine; E = 
mefenorex; F = benzphetamine; G = methylphenidate; H = clobenzorex. Temps de retention en min:s. 

TABLEAU IV 

RENDEMENT D’EXTRACTION 

Drogue Rendement (X; n = 5) 

AM 101 * 4,l 
PT 99 + 3,9 
EPH 97 * 3,0 
MF 101 + 7,2 
BM 108 * 10,o 
MPD 9.5 f 8,9 
CB 102 * 5,2 

y Nombre d’essais = 2. 
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des trois jours et pour chaque niveau. La Figure 6a montre le courant ionique total 
obtenu a partir d’un melange de solutions pures, alors que la Figure 6b montre celui 
d’un extrait urinaire pour une quantite inject&e equivalente. 

Rendement ou taux de rhpkration. Les essais de rendement ont ete faits sur 
l’ensemble des substances pour une concentration urinaire de 1 pg/ml. Les resultats 
sont consign& dans le Tableau IV. 

CONCLUSION 

L’extraction des urines sur cartouche Cl8 suivie d’une acetylation et d’une 

analyse par CG-SM permet un screening rapide et fiable des amines sympathomimt- 
tiques. 

Apres administration orale, 30 a 80% de la dose sont elimines dans les urines de 
24 h sous forme inchangee [14-161. Les limites de quantification obtenues par notre 
methode correspondent a une prise orale minimale par jour de 10 mg pour les 
substances derivables et de 25 mg pour les drogues non derivables, ce qui correspond 
aux limites basses des posologies therapeutiques [17]. 

Par consequent, la technique peut servir au dosage des amines sympathomime- 
tiques dans les liquides biologiques. 

Nous proposons de l’utiliser comme technique de controle antidopage chez les 
sportifs et pour la surveillance des droguts. 
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Une technique rapide, sensible, specifique et liable d’extraction et de detection 
des amines sympathomimttiques dans les urines, utilisant la CG-SM, est d&rite. 

Apres ajustement du pH urinaire a 7 et addition de l’etalon interne (fen- 
fluramine), l’amphetamine, la phentermine, l’ephedrine, le mefenorex, le mtthyl- 
phenidate, la benzphetamine et le clobenzorex sont extraits sur cartouche Cl8 par un 
melange chloroforme-isopropanol. Le solvant organique est evaport. Les drogues 
sont d&iv&es par l’anhydride trifluoro acetique (TFA), qui est ensuite evaport. 
L’extrait final est repris dans l’acttate d’ethyle et inject& en CG-SM. 

Les drogues sont identilites par leur temps de retention relatif et leur spectre de 
masse. La limite de quantification est de 200 ng/ml pour les substances derivables et de 
500 ng/ml pour celles qui ne le sont pas. 
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