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⁄vod

Opi·ty jsou terapeuticky uûÌv·ny jako analgetika k potlaËe-
nÌ siln˝ch bolestÌ zn·mÈho p˘vodu, nap¯. v postoperaËnÌm sta-
vu Ëi ve fin·lnÌ f·zi onemocnÏnÌ rakovinou, avöak jsou takÈ
zneuûÌv·ny pro svoje euforizujÌcÌ a anxiolytickÈ ˙Ëinky1,2. P¯i
forenznÌm jedn·nÌ m˘ûe b˝t d˘leûitÈ analytickÈ odliöenÌ apli-
kace heroinu (3,6-O-diacetylmorfin) od ostatnÌch opi·t˘3.

Heroin (plazmatick˝ poloËas 3ñ5 min) se velmi rychle
metabolizuje na 6-monoacetylmorfin (6-MAM, plazmatick˝

poloËas 45 min), kter˝ je d·le metabolizov·n na morfin (po-
loËas cca 4 h) a normorfin (obr. 1). V krvi nebo v moËi
detegovan˝ 6-MAM  je  specifick˝m  markerem  ned·vnÈho
uûitÌ heroinu. Proto by metoda na pr˘kaz opi·t˘ mÏla b˝t
zamÏ¯ena na potvrzenÌ p¯Ìtomnosti 6-MAM spolu s morfinem
a kodeinem, neboù tyto l·tky b˝vajÌ nalÈz·ny v moËi po poûitÌ
heroinu2ñ4,6. Kodein je v tomto p¯ÌpadÏ rozkladn˝m produktem
p¯ÌmÏsi acetylkodeinu v ileg·lnÌ droze, nenÌ metabolitem he-
roinu.

Kodein a dihydrokodein majÌ terapeutickÈ uûitÌ jako lÈky
tlumÌcÌ kaöel. Mohou vöak b˝t souË·stÌ ileg·lnÏ p¯ipravovanÈ
ËeskÈ opi·tovÈ speciality ñ smÏsi ÑBrownì (obr. 2). Ileg·lnÌ
p¯Ìprava ÑBrownuì z kodeinu byla odhalena J. VeËerkovou7

na p¯elomu sedmdes·t˝ch a osmdes·t˝ch let. ObÏ l·tky se
metabolizujÌ O-demethylacÌ na morfin, resp. dihydromorfin,
a N-demethylacÌ na norkodein, normorfin, resp. nordihydro-
kodein, nordihydromorfin, a d·le konjugacÌ p˘vodnÌ formy
l·tky i metabolit˘ s glukuronovou kyselinou1,2,5,6.

K pr˘kazu ökodlivin (nox) a jejich kvantifikaci v biologic-
k˝ch vzorcÌch lze vyuûÌt r˘zn˝ch analytick˝ch postup˘ a me-
tod. Univerz·lnÌ extrakce l·tek z biologick˝ch tekutin orga-
nick˝m rozpouötÏdlem (LLE ñ liquidñliquid extraction) je
st·le vÌce vytÏsÚov·na extrakcÌ na tuhou f·zi (SPE ñ solid-pha-
se extraction)3,8. Ve forenznÌ toxikologii je jako metoda koneË-
nÈho potvrzenÌ n·lezu vyûadov·na specifick· metoda obvykle
na b·zi plynovÈ chromatografie spojenÈ s hmotnostnÌ spektro-
metriÌ (GC-MS) (cit.5,8ñ13).

Obr. 1. SchÈma biotransformace heroinu, morfinu a kodeinu
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V p¯edkl·danÈm p¯ÌspÏvku je detailnÏ hodnocena metoda
pro stopovÈ anal˝zy r˘zn˝ch opi·t˘ (dihydrokodein, dihydro-
morfin, nordihydrokodein, kodein, hydrokodon, morfin, nor-
kodein, 6-monoacetylmorfin) v moËi vyuûitÌm GC-MS. Uni-
verz·lnÌ zp˘sob ionizace elektronov˝m n·razem ve sken modu
je vhodn˝ pro detekci a identifikaci nezn·m˝ch slouËenin.
Anal˝za specifikovan˝ch l·tek, v naöem p¯ÌpadÏ smÏsi opi·t˘,
je vöak citlivÏjöÌ v SIM modu (selected ion monitoring) a je
preferov·na p¯i kvantifikaci. V literatu¯e jsou pops·ny r˘z-
nÈ zp˘soby derivatizace opi·t˘ pro stopovÈ anal˝zy GC-MS
(cit.8ñ13). P¯i anal˝z·ch toxikologick˝ch vzork˘ metodou GC-
-MS se Ëasto volÌ p¯evedenÌ analyt˘ na trimethylsilylderi-
v·ty5,8ñ10,13. V d¯Ìve publikovanÈ pr·ci8 jsme k silylaci pouûili
MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid) a za-
znamenali jsme zlepöenÌ opakovatelnosti stanovenÌ hydroko-
donu a hydromorfonu ve srovn·nÌ se silylacÌ pomocÌ BSTFA
(N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid). NicmÈnÏ opakova-
telnost silylace N-desmethylmetabolit˘ opi·t˘ nebyla uspoko-
jiv·. ZlepöenÌ jsme zaznamenali p¯i pouûitÌ MSTFA ve smÏsi
s jodidem amonn˝m stabilizovanÈ 1,2-bis[(trimethylsilyl)sul-
fanyl]ethanem. Tato silylaËnÌ smÏs doporuËovan· v dopingo-
vÈ anal˝ze13 byla pouûita pro optimalizaci stanovenÌ opi·t˘ ve
vzorcÌch lidskÈ moËi in vitro obohacenÈ smÏsÌ opi·t˘ a deute-
rovanÈho morfinu jako vnit¯nÌho standardu metodou GC-MS.

Experiment·lnÌ Ë·st

R e a g e n c i e

Vöechny pouûitÈ chemik·lie byly v kvalitÏ p.a. SilylaËnÌ
Ëinidla N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA),
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), trimethyl-
chlorsilan (TMCS), stabiliz·tor 1,2-bis[(trimethylsilyl)sulfa-
nyl]ethan a jodid amonn˝ (NH4I) poch·zela od firmy Fluka
Chemie, äv˝carsko.

Kolonky pro extrakci na tuhou f·zi Bond Elut Certify
poch·zely od firmy Varian, USA. Velikost kolonky: 10 ml na
130 mg sorbentu, typ sorbentu: smÏsn· pevn· f·ze C8 a SCX
(silnÏ kysel˝ mÏniË kation˘ na b·zi benzensulfonovÈ kyseliny).

R e f e r e n Ë n Ì s t a n d a r d n Ì s u b s t a n c e
p o u û i t È p r o a n a l ˝ z y G C - M S

Dihydrokodeinhydrogentartar·t, relativnÌmolekulov·hmot-
nost Mr 451,5, dihydromorfin b·ze, Mr 287,4 (Napp Research
Centre, UK), nordihydrokodein trifluoracet·t monohydr·t, Mr
418,3, morfin (N-C[2H3]) monohydr·t, Mr 306,4 (Lipomed,
äv˝carsko), kodein-fosf·t seskvihydr·t, Mr 406,4, morfin hy-
drochlorid trihydr·t, Mr 375,8, 6-O-acetylmorfin-hydrochlo-
rid monohydr·t, Mr 381,9 (UNDCP VÌdeÚ, Rakousko), hy-
drokodon hydrogentartar·t, Mr 449,5 (Sigma, USA), norko-
dein hydrochlorid trihydr·t, Mr 375,8 (Makor Chemie, Izrael).

P o d m Ì n k y a n a l ˝ z y G C - M S

K anal˝ze slouûil plynov˝ chromatograf HP 6890 s hmot-
nostnÌm detektorem MSD 5973 vybaven˝ automatick˝m d·v-
kovaËem vzork˘ (Hewlett Packard, USA), kolona HP-5 MS,
30m ◊ 250 µm ◊ 0,25 µm (Hewlett Packard, USA), nosn˝ plyn
helium p¯i konstantnÌ pr˘tokovÈ rychlosti 1 ml.minñ1, teploty:
splitless injektor 250 ∞C, p¯echodnÌk (auxiliary) 270 ∞C, teplot-
nÌ program na kapil·¯e: 85 ∞C po 2 min, 30 ∞C.minñ1 do 220 ∞C,
d·le 3 ∞C.minñ1 do 260 ∞C, d·le 15 ∞C.minñ1 do 280 ∞C, 280 ∞C
konstantnÏ po dobu 3,5 min, celkov· doba anal˝zy 25 min.

P¯i pokusech byla pouûita ionizace elektronov˝m n·razem
(EI) v SIM modu za standardnÌch podmÌnek uveden˝ch v ta-
bulce I.

P r a c o v n Ì p o s t u p y

P¯Ìprava pracovnÌho roztoku a vzork˘ moËÌ in vitro

Z kaûdÈ referenËnÌ substance byl p¯ipraven z·sobnÌ roztok
v methanolu o koncentraci 200 µg.mlñ1. PracovnÌ roztok byl

Tabulka I
GC-MS podmÌnky pro stanovenÌ opi·t˘ v SIM modu

Analyta PoË·tek akvizice MonitorovanÈ Prodleva
[min] m/z [ms]

DHC.TMS 13,00 373, 315, 282, 236 25
DHM.2TMS 13,41 431, 416, 373, 236 25
NDHC.2TMS 14,00 431, 416, 316 20
COD.TMS 14,00 371, 356, 343 20
HC.TMS 14,48 371, 356, 313, 234 25
MO-D3.2TMS 15,00 432, 417, 404 20
MO.2TMS 15,00 429, 414, 401, 236 20
NCOD.2TMS 15,30 429, 414, 292, 250 25
6-MAM.TMS 16,15 399, 340, 324, 287 25

a DHC dihydrokodein, DHM dihydromorfin, NDHC nordihy-
drokodein, COD kodein, HC hydrokodon, HM hydromorfon,
MO morfin, NCOD norkodein, 6-MAM 6-O-acetylmorfin, MO-
-D3 vnit¯nÌ standard deuterovan˝ morfin, TMS trimethylsilyl

Obr. 2. SchÈma p¯Ìpravy ileg·lnÌ tekutiny ÑBrownì
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smÏsÌ analyt˘ p¯ipravenou smÌsenÌm z·sobnÌch roztok˘ o ko-
neËnÈ koncentraci 20 ng.µlñ1 pro kaûdou substanci.

StanovenÌ p¯esnosti a hodnocenÌ v˝tÏûnosti extrakce bylo
prov·dÏno v matrici lidskÈ moËi prostÈ opi·t˘ a jin˝ch lÈËiv.
Vzorky moËi byly obohacov·ny standardnÌ smÏsÌ opi·t˘ tak,
aby bylo dosaûeno v˝sledn˝ch koncentraËnÌch hladin 10, 100,
resp. 500 ng.mlñ1. Jako vnit¯nÌ standard pro stanovenÌ byl
pouûit roztok deuterovanÈho morfinu o koncentraci 50 ng
v 10 µl methanolu. Tento podÌl vnit¯nÌho standardu byl p¯id·n
k 1 ml vzorku moËi p¯ed extrakcÌ. Vzorky o odpovÌdajÌcÌ 100%
extrakËnÌ v˝tÏûnosti byly simulov·ny odpa¯enÌm p¯ÌsluönÈho
mnoûstvÌ smÏsi standard˘ opi·t˘ a vnit¯nÌho standardu a n·-
slednou silylacÌ odparku.

D·le byly zjiöùov·ny parametry kalibraËnÌch z·vislostÌ pro
jednotlivÈ l·tky. KalibraËnÌ vzorky o koncentracÌch 0, 5, 10,
50, 100, 500, 1000, 3000 a 5000 ng.mlñ1 byly p¯ipraveny
p¯Ìdavkem odpovÌdajÌcÌho mnoûstvÌ smÏsi opi·t˘ k 1 ml vzor-
k˘ negativnÌ moËi.

⁄prava vzorku a derivatizace

1 ml moËi s p¯Ìdavkem stanovovan˝ch opi·t˘ a vnit¯nÌho
standardu byl extrahov·n na kolonk·ch Bond Elut Certify8. Ke
kaûdÈmu vzorku byl p¯ed extrakcÌ p¯id·n 1 ml pufru TRIS
(tris(hydroxymethyl)aminomethan, pH 9). Po promÌch·nÌ byl
takto upraven˝ vzorek aplikov·n na kolonku SPE p¯edtÌm
kondicionovanou 2 ml methanolu a 2 ml deionizovanÈ vody.
BalastnÌ l·tky zachycenÈ na kolonce byly odstranÏny promy-
tÌm 2 ml deionizovanÈ vody, 1 ml octanovÈho pufru (pH 4)
a 2 ml methanolu. Analyty byly eluov·ny z vysuöenÈ kolonky
do vialky dvakr·t 1 ml dennÏ ËerstvÏ p¯ipravovanÈ smÏsi
dichlormethan/propan-2-ol/hydroxid amonn˝ (25%), 78:20:2
(v/v/v). Po odpa¯enÌ rozpouötÏdel byl such˝ extrakt silylov·n
100 µl zvolenÈho silylaËnÌho Ëinidla p¯i 80 ∞C po dobu 20 min.
AlternativnÏ byla pouûita tato Ëinidla: MSTFA nebo MSTFA
+ 5 % TMCS nebo BSTFA nebo BSTFA + 5 % TMCS,
resp. MSTFA/NH4I/stabiliz·tor. 1 µl byl analyzov·n pomocÌ
GC-MS.

V˝sledky

Z·mÏrem pr·ce bylo nalÈzt optim·lnÌ metodu GC-MS
pro stanovenÌ ök·ly uveden˝ch opi·t˘ vËetnÏ problematic-
k˝ch N-desmethylmetabolit˘ a ketoslouËenin hydrokodonu
a hydromorfonu. Jak vypl˝v· z tabulky II, derivatizace samot-
n˝ch standardnÌch substancÌ bez ruöiv˝ch vliv˘ biologickÈ
matrice pomocÌ BSTFA nebo BSTFA + 5 % TMCS nevedla
k uspokojivÈ opakovatelnosti stanovenÌ nordihydrokodeinu
a norkodeinu. Hodnoty opakovatelnosti (variaËnÌ koeficient
CV (%)) pro tyto l·tky byly lepöÌ p¯i pouûitÌ MSTFA nebo
MSTFA + 5 % TMCS, resp. MSTFA/NH4I/stab. V tabulce III
jsou jiû uvedeny v˝sledky opakovatelnosti stanovenÌ ve vzor-
cÌch moËe p¯i silylaci MSTFA a MSTFA/NH4I/stab. Experi-
menty hodnotÌcÌ p¯esnost stanovenÌ na koncentraËnÌch hladi-
n·ch 10, 100  a 500 ng.mlñ1 vyk·zaly hodnoty variaËnÌch
koeficient˘ v rozsahu 0,5 aû 16,2 % (pr˘mÏr 5,9 %, medi·n
4,7 %) pro jednotlivÈ opi·ty. V˝jimku tvo¯Ì hydrokodon na
hladinÏ 500 ng.mlñ1, jehoû CV byl 21,3 %. Hydrokodon obsa-
huje ketoskupinu, kter· m˘ûe enolizovat. ProblematiËnost
derivatizace slouËenin tohoto typu je obecnÏ zn·ma.

Tabulka II
Opakovatelnost silylace Ëist˝ch standardnÌch l·tek r˘zn˝mi
Ëinidly ñ variaËnÌ koeficienty CV (%). MnoûstvÌ teoreticky od-
povÌd· 500 ng.mlñ1 moËi p¯i 100% v˝tÏûnosti extrakce (n = 6)

Analyta CV
MSTFA + MSTFA MSTFA + BSTFA BSTFA +
NH4I+stab. 5 % TMCS 5 % TMCS

DHC 0,9 1,8 2,0 3,9 4,8
DHM 1,2 1,3 1,4 5,0 6,1
NDHC 9,0 6,8 7,7 25,1 49,6
COD 0,6 1,3 1,6 3,7 4,5
HC 1,3 2,3 8,1 7,0 4,2
MO 0,9 0,9 1,7 4,5 5,2
NCOD 7,2 5,2 6,2 12,4 b

6-MAM 0,7 1,7 1,6 2,7 5,5

a viz tabulka I, b nehodnoceno, nereprodukovatelnÈ v˝sledky

Tabulka III
Opakovatelnost stanovenÌ (variaËnÌ koeficienty CV (%)) vy-
bran˝ch opi·t˘ v moËi pomocÌ GC-MS v SIM modu p¯i pouûitÌ
MSTFA (cit.8) a MSTFA/NH4I/stab., koncentrace smÏsi opi·-
t˘ (c) 10, 100 a 500 ng.mlñ1

Analyta MSTFA (n = 9) MSTFA/NH4I/stab. (n = 6)
10 100 10 100 500

DHC 6 10 8,3 2,3 3,3
DHM ñ ñ 1,4 4,7 2,4
NDHC ñ ñ 16,2 15,2 8,4
COD 6 4 11,7 2,1 4,2
HC 23 21 8,1 7,7 21,3
HM 20 23 ñ ñ ñ
MO 7 4 5,2 1,8 0,5
NCOD b b 9,6 9,5 5,2
6-MAM ñ ñ 2,8 3,3 2,1

a viz tab I., b nehodnoceno, nereprodukovatelnÈ v˝sledky

»asov· stabilita p¯ipravenÈ silylaËnÌ smÏsi MSTFA/NH4I/
stab. skladovanÈ p¯i 4 ∞C byla pr˘bÏûnÏ kontrolov·na pomocÌ
GC-MS anal˝z standardnÌch smÏsÌ opi·t˘. Bylo zjiötÏno, ûe
pouûÌv·nÌ dva mÏsÌce skladovanÈ silylaËnÌ smÏsi nevede k v˝-
znamn˝m zmÏn·m v opakovatelnosti stanovenÌ.

Hodnoty v˝tÏûnosti extrakce opi·t˘ z moËe na koncentraË-
nÌch hladin·ch 100 a 500 ng.mlñ1 byly poËÌt·ny z hodnot
koncentracÌ jednotliv˝ch opi·t˘ (koncentrace vypoËtena z po-
mÏr˘ ploch mÏ¯en˝ch substancÌ k vnit¯nÌmu standardu, n = 6)
a vztaûeny k hodnot·m koncentracÌ pro referenËnÌ silylovanÈ
smÏsi standard˘ (n = 6). Hodnoty v˝tÏûnostÌ se pohybovaly
v rozsahu 87ñ110 % vyjma hydrokodonu, jehoû v˝tÏûnost
byla jen 55 %. V˝tÏûnosti N-desmethylmetabolit˘ opi·t˘ jsou
vlivem interferencÌ zd·nlivÏ vyööÌ neû 100 % (viz tabulka IV).

MÏ¯enÌm kalibraËnÌch z·vislostÌ jsme urËili rozsah linea-
rity pro individu·lnÌ opi·ty 0ñ500 ng.mlñ1 s korelaËnÌm koefi-
cientem > 0,9887 (viz tabulka V). ZjiötÏn· mez stanovitelnosti
(LOQ) p¯i pomÏru S/N > 10 se pohybovala kolem 10 ng.mlñ1,
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Tabulka IV
V˝tÏûnost extrakce (%) jednotliv˝ch opi·t˘ na koncentraËnÌch
hladin·ch (c) 100 a 500 ng.mlñ1 (n = 6)

Analyta 100 500

DHC 100 98
DHM 87 89
NDHC 223 103
COD 102 99
HC 55 55
MO 100 98
NCOD 394 110
6-MA 106 108

a viz tab I.

Tabulka V
KalibraËnÌ z·vislosti stanovenÌ jednotliv˝ch opi·t˘ v rozsahu
0ñ500 ng.mlñ1; x koncentrace stanovovanÈ l·tky (ng.mlñ1),
y odezva detektoru ñ plocha pod pÌkem

Analyta Rovnice line·rnÌ regrese KorelaËnÌ koeficient R2

DHC y = 0,0233x + 0,2792 0,9937
DHM y = 0,0310x + 0,3712 0,9943
NDHC y = 0,0136x + 0,0988 0,9976
COD y = 0,0197x + 0,2133 0,9965
HC y = 0,0119x + 0,2785 0,9887
MO y = 0,0212x + 0,2442 0,9965
NCOD y = 0,0115x + 0,1316 0,9940
6-MAM y = 0,0260x + 0,1563 0,9982

Tabulka VI
ZjiötÏn· mez detekce (LOD, S/N > 3) a mez stanovitelnosti
(LOQ, S/N > 10) pro jednotlivÈ opi·ty v moËi

Analyta LOD [ng.mlñ1] LOQ [ng.mlñ1]

DHC 2 7
DHM 2 7
NDHC 4 12
COD 4 12
HC 3 10
MO 3 10
NCOD 3 10
6-MAM 3 10

a viz tab. I

mez detekce (LOD) p¯i pomÏru S/N > 3 byla kolem 3 ng.mlñ1

pro jednotlivÈ l·tky (viz tabulka VI).
ZjiötÏnÈ p¯esnosti stanovenÌ povaûujeme za p¯ijatelnÈ pro

toxikologickou praxi, kde hraje v˝znamnou roli vliv kompli-
kovanÈ biologickÈ matrice s velkou individu·lnÌ variabilitou.
Pro spolehlivou detekci p¯edem nezn·m˝ch analyt˘ v toxik-
ologick˝ch vzorcÌch ve sken modu je vyûadov·na vyööÌ kon-

centrace l·tek (pro opi·ty p¯ibliûnÏ 50 ng.mlñ1), aby se zÌskala
hmotnostnÌ spektra dostateËnÏ kvalitnÌ pro srovn·nÌ s refer-
enËnÌ datab·zÌ. Odborn˝mi smÏrnicemi EU (cit.14)
doporuËen· mez (limit) pozitivity pro pr˘kaz celkovÈho mor-
finu v moËi je 200 ng.mlñ1, coû naöe metoda spolehlivÏ splÚuje.

Tato pr·ce vznikla za finanËnÌ podpory v˝zkumnÈho z·mÏ-
ru Ë. 111100005 Ministerstva ökolstvÌ, ml·deûe a tÏlov˝chovy.
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V. Habrdov· and M. BalÌkov· (Institute of Forensic
Medicine and Toxicology, 1st Faculty of Medicine, Charles
University, Prague): Optimization of Analysis of Opiates
in Urine by GC-MS

This paper describes optimization of the GC-MS method
used in toxicological laboratories for trace analysis of opiates
in biological matrices. Urine samples were extracted on SPE
cartridges and derivatized by silylation. The precision (re-
peatability) of the method for determination of N-desmethyl
metabolites of opiates was rather irreproducible when using
silylation with N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide
(MSTFA)forderivatization.The results improvedwhenMSTFA
in a mixture with NH4I and stabilized with 1,2-bis[(trimethyl-
silyl)sulfanyl]ethane was used. The GC-MS method in the SIM
mode is suitable for detection and quantification of traces
of specific opiates in urine with the limit of detection ca.
3 ng.mlñ1 and the limit of quantification 10 ng.mlñ1. The pre-
cision of the method (variation coefficient) obtained for indi-
vidual analytes at concentration levels 10, 100 and 500 ng.mlñ1

ranged between 0.5 and 16.2 %. Standard calibration curves
for individual opiates were linear between 0 and 500 ng.mlñ1

with correlation coefficients above 0.9937.
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