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ZASTOSOWANIE METOD FPIA I 
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PREPARATY ZE SŁOMY MAKOWEJ 

Wprowadzenie 
Metoda innuunotluorescencj i w świetle spolaryzowanym (Fluorescence Polarization 

Innnunoassay - FPLA)jest obecnie nąjczęściej stosowanąskriningowąmetodą badania 
moczu na obecność narkotyków. Jest to nowoczesna technika, której rozpowszechnie­
nie wiąże się z wprowadzeniem w roku 1981 aparatu pomiarowego TDx fumy Abbott 
StOS1!jąC gotowe zestawy odczynników dla poszczególnych substancji uzależniających 
(lub g11lp substancji o zbliżonej strukturze chemicznej) można tą metodą bardzo szybko, 
tj. w ciągu kilkunastu minut, stwierdzić obecność albo brak w moczu opiatów, amfeta­
min, benzodiazepin, barbituranów i metadonu, a także rzadzi~j w Polsce używanych­
kokainy, fencyklidyny i kanabinoli. Poza stwierdzeniem obecności narkotykul11etoda 
pozwala ocenić jego przybliżone stężenie w badanyml11ateriale biologicznym. Jednak­
że j~j specyficzność nie jest zbyt wysoka, tzn. stosowane wniej odczynniki nie sąswo­
iste dlajednej substancji, lecz mogą reagować z mni~jsząlub większą wydajnościąz 
calągrupą substancji o zbliżonej struktlllze. Np. w plzypadku opiatów, najczęściej uży­
wanych przez polskich narkomanów, odczynniki FPLA reagują nie tylko zl11Olfmą, ale 
również z heroiną, kodeiną, MAM (monoacetylomorfiną), 3-glukuronianemmorfiny itp. 
Ta niska specyficzność metody może być plzyczyną wyników fałszywie dodatnich, Q. 
wskazujących na obecność narkotyku u osób, które go nie plzyjmowaly.Aby zmniej­
szyć liczbę takich wyników wprowadzono pojęcie "progu czułości" (ang. cutofflevel 
lub MinimalAlIowabIe Threshold - MAT) to jest stężenia narkotyku wmoczu, które 
musi być plzekroczone, aby można było uznać wynik za dodatni. Polscy narkomani nie 
używąją czystych opiatów, lecz produkowane domowymi sposobami preparaty ze sło­
my makowej (l11akiwara, kompot, mleczko makowe), odznacząjące się bardzo różnym 
składem, ich mocz może więc zawierać, oprócz wymienionych wyżej opiatów i ich 
metabolitów, szereg substancji o podobnej budowie lecz o innym niż heroina i morfina 
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działaniu uzaleŻl1iającym[I,2]. Związki te reagują w różnym stopniu zodczynnika.nu 
wpływąjąc na wynik badania. Tak więc dodatnie wyniki otrzymane metodąFPIA świad­
cząjedYlue o obecności w badanym materiale związków o strukturze opiatów, nie do­
starcząją natomiast infonnacji o tymjakie to są opiaty, co dla lekarza prowadzącego 
proces odtruwmua może być sprawą istotną, 

Dlatego wskazane jest potwierdzenie dodatnich wyników otrzymanych me­
todąFPIA za pomocą postępowania analitycznego opartego na innych zasa­
dach fizykochemicznych, zgodnie zresztą z dość kategorycznym zaleceniem 
Division ofNarcotic Drug ONZ. Warunek ten spełnia chromatografia płytko­
~a (TLC), a zwłaszcza jej udoskonalona i zminiaturyzowana modyfikacja­
wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa (HPTLC-high performan­
ce thin layer chromatography). Wykorzystuje ona różną szybkość przecllO­
dzenia składników mieszaniny z bardzo cienkiej warst~y adsorbenta nałożo­
nego na płytkę do przesuwającego się wzdłuż płytki rozpuszczalnika. Roz­
dzielone składniki mieszaniny przeprowadza się w barwne połączenia przy 
pomocy swoistych odczynników. 

Metoda nie Wymaga kosztownej aparatury, można więc było zaadaptować ją 
w skromnych warunkach naszego laboratorium. 

Podjęte badania miały na celu: 
a) opracowanie warunków analizy metodą HPTLC naturalnych opiatów: morfi­

ny i kodeiny oraz syntetycznego opioidu -metadonu ijego głównego metabolitu: 
2-etylideno-1 ,5-dimetylo-3,3-difenylopirolidyny (EDDP) 

b) zbadanie relacji między sumarycznymi wynikami uzyskanymi metodą im­
nllmofluorescencyjną a zawartością naturalnych opiatów: n~orfiny i kodeiny 
oraz metadonu i EDDP . 

c) ustalenie przy jakich nąjniższych stężeniach opiatów w moczu osób stosu­
jących domowej produkcji preparaty ze słomy makowej można na płytce chro­
matograficznej wykryć morfinę, kodeinę i metadon. 

Materiał i metody 
Badaniami objęto 25 pacjentów wybranych ze względu na obecność opiatów 

w moczu z dużej grupy leczonych metadonem. Materiałem do badań był mocz 
pobierany pod kontrolą, aby uniknąć zafałszowania. Jego hydrolizę prowadzono 
ogrzewając 10 mL moczu i 2,5 mL stężonego HCI przez 20 min. w temp. 120°C. 

Do analizy opiatów i metadonu zastosowano metodę immunofluorescencji 
w świetle spolaryzowanym (FPIA), [9,12] oraz metodę wysokosprawnej cJu'o­
matografii płytkowej (HPTLC) [7,8]. 
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Do analizy opiatów i metadonu zastosowano metodę immunofluorescencji 
w świetle spolaryzowanym (FPIA), [9,12] oraz metodę wysokosprawnej chro­

matografii płytkowej (HPTLC) [7,8]. 
Izolację substancji z materiału biologicznego prowadzono metodą ekstrakcji 

w fazie stałej (Solid-Phase Extraction, SPE) [3,6, II]. Stosowano kolumny (Bond 
Elut CertifY Extraction Columns-Varian) wypełnione krzemionkowym sorben­
tem, umieszczone w specjalnym urządzeniu próżniowym (Analytichem Vac Elut 
SPS 24™-Varian). Po przepuszczeniu moczu (lO mL), kolumnę płukano wodą 
destylowaną (5 mL), buforem octanowym o pH 4 (2,5 mL) i metanolem (5 mL) 
a następnie eluowano zatrzymane związki mieszaniną chlorku metylenu i alko­
holu izopropylowego (80:20 v/v) z dodatkiem 2% stężonego roztworu amonia­
ku (2mL). Eluat odparowywano do sucha i rozpuszczano w 100/I1L metanolu. 
Na płytkę nanoszono 1-811L ekstraktu, co odpowiada 0,1-0,8 I1L moczu. Uży­
wano płytki HPTLC, 10 x 10 cm, Cilica gel G 60 F 254 (Merek). Chromatogramy 
rozwijano w komorach szklanych (Camag, Mlittenz, Switzerland) na drodze 
długości 7 cm, stosując jako fazę ruchomą miesząninę octanu etylu, metanolu i 
stężonego roztworu amoniaku w stosunku 85:10:5. Czas rozwijania wynosił 8-
10 minut. 

Lokalizację związków na chromatogral11ach ustalano za pomocą lampy UV 
(254 111U) oraz odczynników: Dragendortfa [5] i zakwaszonego jodoplatynia­
nu [10]. Wzorce morfiny, kodeiny i metadonu otrzymano jako dar z Laborato­
ly Section of the United Nations Division of Narcotic Orugs (Vienna, Au­
stria). Wzorzec EODP pochodzi z tirmy Sigma. 

Wartości hRf charakteryzluące szybkość migracji badanych substancji na 
chromatogramach obliczano wg wzoru: 

hRf=INXIOO 
l" 

gdzie: IN - droga przebyta przez cząsteczki narkotyku, 
'R -droga przebyta przez czoło fazy ruchomej. 

Omówienie wyników 
W tabeli 1 zebrano wyniki oznaczania opiatów i metadonu w moczu 25 

pacjentów leczonych metadonem. Każdy mocz badano metodą FPIA a na­
stępnie weryfikowano otrzymany wynik metodąHPTLC. W przeciwieI1stwie 
do FPIA, za pomocą której oznacza się sumarycznie mieszaninę opiatów i 
związków pokrewnych, wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa 
pozwala rozdzielić poszczególne związki, w tyl11morfinę i kodeinę - główne 

25 



Bogdan SZlIkalski, Ewa Mirkicwicz, Ewa Tar<lcha 

składniki preparatów otrzymywanych ze słomy makowej. W jednym postępo-
waniu analitycznym (na jednej płytce) pozwala ponadto wykrywać metadon i 
jego główny metabolit - EDDP. W zastosowanych warunkach wartości bRf dla 
tych związków wynoszą: morfina - 16, kodeina - 22, mctadon- 62, EDDP - 65. 

Tabela l 
Wyniki badania opiatów i metadonu w moczu pacjentów metodą FPIA i HFTLC 

Pacjent Opiaty Metadon Mortina* Kodcina* Metadon' EDDP' 
w ng/mL w ng/mL (meL ( met. (met. (met. 
(met. (met. HPTLC) HPTLC) I-IPTLC) I-IPTLC) 
FPIA) FPIA) 

I 106 >1000 ++ 
2 >1000 niC ozn. +++ ++ ++ 
3 610 910 ++ + 
4 455 439 + ++ 
5 >1000 >1000 ++ ++ ++ 
6 >1000 >2000 +++ +++ +++ ++ 
7 >1000 527 + ++ + + 
8 >1000 >2000 +++ + ++ ++ 
9 >1000 "O" ++ 
10 >1000 niC ozn. +++ ++ ++ + 
II >1000 >2000 ++ ++ ++ ++ 
12 >1000 >1000 ++ ++ + 
13 >1000 521 + + 
14 >1000 >1000 ++ + ++ + 
15 829 19G + + 
16 728 >1000 + + +++ ++ 
17 >1000 46 +++ + 
18 >1000 >1000 ++ ++ + 
19 >1000 >1000 ++ ++ + 
20 >1000 >2000 + + + 
21 >1000 130 ++ + 
22 >1000 588 ++ + ++ + 
23 >1000 >1000 ++ + ++ + 
24 >1000 >2000 ++ + -I- + 

25 128 nic ozn. +++ +-I--!-

'Semikwantytatywna ocena plam na chromatogramach: 

+++ duża plama intensywnie zabarwiona 

++ plama o średniej intensywności zabarwienia 

+ mala plama o niewielkiej intensywności zabarwienia 

brak plamy. 
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Z tabeli wynika, że wszyscy badani, z wyjątkiem dwóch (Nr l i 25), złamali 
abstynencję, przy czym u 19 osób stężenie opiatów było bardzo wysokie 

(> 1000 ng/mL). U czterech z nich stężenie metadonu było niższe od przyjęte­
go dla tej metody progu czułości, co uznaje się za wynik ujemny i może wska­
zywać iż nie wzięli oni jednej lub więcej codziennych dawek leku. 

Ryc. l. przedstawia chromatogram moczu Nr 1, w którym oznaczanie opiatów 
metodą FPIA dało wynik 106 ng!mL, a więc znacznie poniżej progu czułości, 
wynoszącego dla tej metody 300 ng/mL. Taki wynik odczytuje sięjako brak opia­
tów w moczu. Potwierdza to badanie metodą HPTLC: na chromatogramie brak 
plam morfiny i kodeiny nawet po podaniu na plytkę 8 ~lL ekstraktu. 

Ryc. 1. 

Metadon 

. ,--,---Wzorce kodeiny 
.. "-'---- Wzorce morfiny 

'.:.",,.:s-- Linia startu 

Chromatograml11oczu Nr 1 wywołany odczynnikiem Dragendorffa. Na­
niesiono wzorce morfiny, kodeiny i metadonu oraz 4, 6 i 8 I-1L eluatu z 
kolumn SPEc 

Wysokie stężenie metadonu (> 1000 ng/mL) znąidl!ie potwierdzenie na chro­
matogramie w postaci dużych intensywnych plam tego związku. Brak nato­
miast plamy EDDP, co może wskazywać, że pacjent otrzymuje metadon od 
bardzo niedawna, gdyż przy dlugotrwalym stosowaniu leku stosunek stężell 
EDDP i związku macierzystego jest na ogól większy od I [4]. 

Ryc. 2. przedstawia chromatogram moczu Nr 2 o wysokiej zawartości opia­

tów (> 1000 ng/mL). Na chromatogramie plama morfiny jest bardzo intensywna 

a ponadto towarzyszy jej dość duża plama kodeiny. Metadonu nie oznaczano 
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Metadon 

Linia startu 

Ryc. 2. 

Chromatogrammoczu Nr 2 wywolany odczynnikiem Dragendorffa. Naniesiono 

wzorce mortiny, kodeiny i metadonu oraz 1,2,3,4 i 5 f.lL eluatu z kolumny SPE 

metodą FPIA, gdyż ilość moczu była niewystarczająca, wykryto go natomiast 

metodą HPTLC nawet przy naniesieniu na płytkę tylko lIf.lL ekstraktu. 

Ryc. 3 przedstawia chromato!,'Tall1moczu Nr 6. Zarówno stężenie opiatów (> l 000 

ng/mL) jak i metadonu (>2000 ng/mL) wielokrotnie przekracza wartość progu czu-

Ryc. 3. 

EDDP 

,·,'t·.·,',.;ćj,,,rJf':'--- Metadon 

,....,...~-Kodeina 

'---,,,-- Morfina 

:--~-- Linia startu 

Chromatogral111110czu Nr 6 wywolany odczynnikiem Dragendorffa. Naniesio­

no wzorce morfiny, kodeiny, metadonu i EDDP oraz l, 2, 3, i 4 f.lL eluatu z ko­

lumn SPE. 
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łości. Na chromatogramie, nawet przy nałożeniu tylko l /lL eluatu, plamy morfmy, 

kodeiny i metadonu są bardzo intensywne. WystęplUe również plama EDDP, ale 

ilościowa proporcja metadon/EDDP jest przesunięta wyraźnie na korzyść zwiąjd<u 

macierzystego. 
Ryc. 4. przedstawia chromatogram moczu Nr 25. Stężenie opiatów ozna­

czane metodą FPIA wynosi w nim 128 ng/mL, co odczytuje się jako wynik 
ujemny (poniżej progu czułości). Na chromatogramie brak plam morfiny i 
kodeiny nawet gdy objętość nałożonego ekstraktu wynosi 5//lL. Metadonu nie 

Ryc. 4. 

..... ,--- EDDP 

Metadon 

··.· . .:.,'"-,---Wzorce kodeiny 
7:::;--- Wzorce morfiny 

Linia startu 

Chromatogrammoczu Nr 25 wywołany odczynnikiem Dragendorffa. Na­
niesiono wzorce morfiny, kodeiny i metadonu oraz l, 2, 3 i 4 /lL eluatu z 
ko lumny S P E. 

oznaczano metodą FPIA (brak moczu na powtórne badanie), natomiast anali­
za metodąHPTLC wskazuje na występowanie dużych jego ilości. Obecny jest 
również EDDP, przy czym plama metabolitu jest większa i intensywniejsza 
niż związku macierzystego, co może wskazywać, że terapia metadonem ttwa 
od dawna. 

Dzięki wysokiej czułości reakcji metadonu z odczynnikiem Dragendorffa można 
wykryć ten związek na chromatogramach nawet przy bardzo mal",j jego zawatiości 
w moczu. 

1 tak w moczu Nr 15 l11etodąFPIA stwierdzono bardzo niskie (196 ng/mL) 
stężenie metadonu, a na chromatogramie obecna była plama tego związku. To 
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samo dotyczy moczy Nr 17 i 21. Chociaż stężenie metadonu było w nich bardzo 
niskie (odpowiednio - 46 ng/mL i 130 nglmL) na chromatogramach odnotowa­
no obecność związku. Daje to podstawę do rozważenia możliwości stosowania 
do analizy metadonull1etody HPTLC zamiast drogiej metody immunofluore­
scencyjnej (l oznaczenie kosztl~je ponad 150.000 zł). Wymaga to jednak po­
twierdzenia tych wyników na większej liczbie przypadków. W przypadku opia­
tów, wyraźne plamy morfiny i/lub kodeiny uzyskuje się na ogół dopiero dla 
stężeJ1 przekraczających próg czułości (mocze Nr 4, 15, 16), prawdopodobnie 
dlatego, że wynik uzyskany metodą FPlA zależy od mieszaniny kilku związ­
ków. 

Streszczcnic 
Zastosowano metodę ekstrakcji w fazie stałej (Solid Phase Extraction, SPE) 

do izolacji z moczu opiatów i metadonu oraz metodę wysokosprawnej chro­
matografii cienkowarstwowej (HPTLC) do rozdziału i semikwantytatywnej 
oceny stężeJ1morfiny, kodeiny, metadonu i jego metabolitu (EDDP). 

W moczu 25 pacjentów poddanych długotrwałej terapii metadonowej oznacza­
no opiaty i metadon metodą immunolluorescencji w świetle spolaryzowanym 
(FPIA) oraz dla konfirmacji i poznania składu opiatów -metodąHPTLC. Stwier­
dzono zgodność wyników otrzymanych obu metodami oraz wykazano, że na "pulę" 
opiatów oznaczanych metodą iml11unotluorescencyjną składają się głównie mor­
tina i kodeina, a to co oznacza się w moczu jako metadon stanowi w rzeczywisto­
ści mieszaninę tego związku ijego metabolitu EDDP. Na płytkach chromatogra­
ficznych wykrywano stężenia metadonu niższe od progu czułości, co stwarza moż­
liwość analizy tego związku w moczu metodą HPTLC zamiast kosztowną meto­
dą immunofluorescencyjną· 

B.Szukalski, E.Mirkiewicz, E.Taracha 
Thc Applicllbility of FPJA and HPTC lIlcthod to llnalysis of opiates and 

lIlcthadOlle in poppy straw prodllct drllg uscr lIrille. 

Summary 

The Solid Phase Extractiol1 CSPE) method was utilized to isolate opiates 
and 111ethadone from urine and ]-]PTLC method was used for separation and 
semi-quantitative evaluation or concentration or morphine, codeine, metha­
done and its metabolite (EDDP). 
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Opiates and methadone were identified with the use of immunof1uo­
rescence in polarized light (FPIA) method in the urine of 25 patients 
undergoing long-term methadone treatment and additionally in order to 
confirm and identify opiate compositions HPTLC method was applied. 
The compatibility ofresults with the use ofthe two methods was ascer­
tained and it was discovered that the ,set, of opiates identified with the 
use of FPIA method consists mostly of morphine and codeine, and the 
substance identified in urine as methadone, is a composite of methado­
ne and EDDP. On chromatographic plates the concentration of metha­
done lower than sensitivity threshold was detected, which establishes 
opportunity to analyze the composition in urine with use ot" I-IPTLC 
method instead of expensive immunofluorescent method. 

Kcy words: FPIA, HPTLC, opiates, morphinc, codeinc, mcthadone. 
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