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Apstrakt

Uvod/Cilj. Saliva predstavlja alternativni matriks za identifi-
kaciju sredstava zloupotrebe. Cilj ovog rada bio je optimiza-
cija metode pripreme uzorka salive i odredivanja metabolita
heroina, morfina i 6-monoacetilmorfina (6-mam), i kodeina
liguid chromatography-mass spectrometry (LC/MS) metodom i pro-
vera metode u realnim uslovima kod heroinomana. Metode.
Priprema uzoraka vrSena je tecno-tecnom ekstrakcijom uz
smesu hloroforma i izopropil alkohola u odnosu 9 : 1. Eks-
trakti su analizirani tehnikom HPLC/MS: razdvajanje na ko-
loni Waters Spherisorb® 5 um, ODS2, 4,6 X 100 mm, vt$eno
je primenom mobilne faze amonijum-acetat :
odnosu 80 : 20 pti protoku od 0,3 mL/min. Masena detekcija
je vtsena u opsegu masa od 100 do 400 m/z. Primenjene su
regresiona i korelaciona analiza za nivo verovatnoée 0,05.
Odredivanje prisustva morfina, kodeina i 6-mam vrseno je u
uzorcima salive kod osoba kod kojih je test trakama utvrdeno
prisustvo ,,opijata® u urinu. Rezultati. Kalibracija je vrsena u

acetonitril u

Abstract

Background/Aim. Saliva represents an alternative speci-
men for substances abuse determination in toxicology.
Hence, the aim of this study was to optimize a method for
saliva specimen preparation for heroin metabolites, mor-
phine and G6-monoacetylmorphine (6-mam), and codeine
determination by liquid chromatography-mass spectrometry
(LC/MS), and to apply this method on saliva samples taken
from the patients. Methods. Saliva specimen was prepared
using liqiud/liquid extraction of morphine, codeine and 6-
mam by mixture of chloroform and isopropanol (9 : 1; v/v).
Extracts were analysed by HPLC/MS technique: separation
column Waters Sphetisotb® 5 um, ODS2, 4.6 X 100 mm;

opsegu koncentracija 0,1-1 mg/L sa koeficijentom determi-
nacije R2 > 0,99. Dobijene su kalibracione krive: za morfin, y
= 385531x + 14584; kodein, y = 398036x + 31542 i 6-
monoacetilmorfin, y = 524162x — 27105. Recovery vrednosti za
odredivanje morfina i kodeina iznosile su 99%, a za 6-mam
94%. Limit detekcije predlozene metode iznosio je 0,01
mg/L, a limit kvantifikacije 0,05 mg/L. U salivi uzivalaca he-
roina koncentracija morfina kretala se u opsegu od 0,54 do
5,82 mg/L, kodeina od 0,05 do 5,33, a 6-mam od 0,01 do
0,68 mg/L i dobijena je statisticki znacajna korelacija izmedu
vrednosti za kodein i G-mam. Zakljuak. Predlozena
HPLC/MS metoda za odredivanje sadrzaja motrfina, kodeina i
6-monoacetilmorfina u salivi je ta¢na, jednostavna, ekonomi-
¢na 1 pogodna za rutinsku primenu, kao i za biomonitoring
zloupotrebe heroina.

Kljucne reci:
pljuvacka; morfin; kodein; hromatografija, te€na, pod vp;
spektrometrija mase; heroin.

mobile phase: ammonium acetate : acetonitile (80 : 20; v/v),
mobile phase flow rate 0.3 mL/min; mass detection range:
100-400 m/z. Regression and correlation analyses were per-
formed with the probalility level of 0.05. Concentrations of
morphine, codeine and 6-mam were determined in saliva
samples of the patients with “opiates” in urine identified by
the test strips. Results. Calibration for each analysed sub-
stance was done in the concentration range from 0.1 to 1
mg/L and the coefficient of correlation was R2 > 0.99. We
obtained following calibration curves: y = 385531x +
14584; y = 398036x + 31542; and y = 524162x — 27105, for
morphine, codeine and 6-mam, respectively. Recovery for
morphine and codeine determination was 99%, while for 6-
mam it was 94%. Limits of detection and quantification of a

Correspondence to: Vesna Milovanovi¢, Farmaceutski fakultet, Institut za toksikologiju ,,Akademik Danilo Soldatovi¢®, Vojvode Stepe

450, 11 000 Beograd, Stbija. Tel.: +381 64 195 2416. E-mail: vesna.milovanovic@gmail.com



Strana 142

VOINOSANITETSKI PREGLED

Volumen 69, Broj 2

proposed method were 0.01 mg/L and 0.05 mg/L, respec-
tively. Concentration of morphine in the saliva of the her-
oin users ranged between 0.54 and 5.82 mg/L, concentra-
tion of codeine between 0.05 and 5.33, and 6-mam between
0.01 and 0.68 mg/L. A statistically significant correlation
between codeine and 6-mam concentrations was obtained.
Conclusion. A proposed HPLC/MS method for morphine,

codeine and 6-mam determination in saliva is accurate, sim-
ple, cheap and suitable for routine analysis and monitoring
of heroin abuse.

Key words:
saliva; morphine; codeine; chromatography, high pressure
liquid; mass spectrometry; heroin.

Uvod

Zloupotrebu psihoaktivnih supstanci u Srhiji karakterise
porast kori&¢enja svih vrsta droge, narocito sinteticke, kao i
veliki broj slu¢gjeva istovremenog koriS¢enja razligitih vrsta
droge. Prema podacima zdravstvenih centara u Srbiji, medu
registrovanim zavisnicima sredstava zloupotrebe dominantni
su oni koji ova sredstva primenjuju intravenskim putem
(65%) . U periodu od januara 2008. do avgusta 2009. godine
u Odeljenje za toksikolosku hemiju Centra za kontrolu tro-
vanja Vojnomedicinske akademije (VMA) u Beogradu pri-
mljena su 804 zahteva za analizu psihoaktivnih supstanci u
urinu, medu njima najvedi broj iz Toksikoloske ambulante i
Klinike za toksikologiju VMA. Od tog broja, primenom ko-
mercijalnih test traka za detekciju psihoaktivnih supstancija,
pozitivna reakcija na ,, opijate” ustanovljena je kod 275 uzo-
raka urina (neobjavljeni podaci).

U cilju biomonitoringa zloupotrebe heroina uohicajena
je identifikacija kodeina, morfina i 6-monoacetilmorfina kao
njegovih metabolita. Heroin se u potpunosti €liminise iz or-
ganizma za oko 24 ¢asa jer se u organizmu veoma brzo hid-
rolizuje do 6-monoacetilmorfina (6-mam), koji se dalje nesto
sporije hidrolizuje do morfina, kao glavnog metabolita. U
plazmi, takode, dokazani su i acetilkodein i kodein, kao neti-
sto¢e ilegalnog heroina >. Metabolit 6-mam, 6-O-acetilmor-
fin, specifi¢an je za heroin, i njegovo odredivanje u biolos-
kom materijalu od velikog je znatga kada se sumnja na tro-
vanje heroinom, jer se sam heroin teSko moZe detektovati
zbog brzog metabolizma®.

Urin i krv su uobicajeni bioloski materijali koji se kori-
ste za detekciju i odredivanje sredstava zloupotrebe. Upotre-
ba salive kao alternativnog matriksa za detekciju ovih sup-
stancija je sve veta u posednjih nekoliko godina, zahvalju-
juéi, pre svega, farmakokinetickim istrazivanjima koja su
potvrdila zadovoljavajucu korelaciju izmedu njihovog sadr-
zajau salivi i krvi 4.

Uzorkovanje salive je jednostavno i neinvazivno, a ¢i-
njenica da sakupljanje salive moZe direktno da se nadgleda,
bez naruSavanja privatnosti ispitanika, smanjuje mogu¢nost
falsifikovanja uzoraka, $to je pogodnost u okolnostima tes-
tiranja vozaca, radnika, ali i opste populacije °. Pored toga,
sa analitickog stanovidta znacajno je Sto je saliva kao mat-
riks relativno neopterecena endogenim materijama koje bi
mogle da interferiraju sa odredivanjem same supstancije °,
a koncentracija ukupnih proteina u salivi ¢ini svega 1%
ukupnih proteina plazme, §to je ¢ini prakti¢no deproteini-
zovanom te¢nodéu ’. Zbog toga se saliva smatra dobrom
alternativom za krv i za urin za dokazivanje skorasnje upot-
rebe sredstava zloupotrebe °. Za odredivanje koncentracije

sredstava zloupotrebe u salivi, ngj¢esce se koriste tehnike
gasne i te¢ne hromatografije sa masenom detekcijomposie
pripreme materijala te¢no-te¢nom ili te¢no-¢vrstom ekstra-
kcijom *.

Cilj ovog rada bio je optimizacija metoda pripreme
uzorka salive i odredivanje kodeina, i glavnih metabolita
heroina, morfina i 6-monoacetilmorfina, high-performance
liquid chomatography mass spectrometry (HPLC/MS) me-
todom.

Metode
Apar ati

Za analizu su korisceni tecni hromatograf Waters Alli-
ance® (Waters Corporation, Milford, MA, USA), kolona
Waters Spherisorb® 5 pm, ODS2, 4,6 x 100 mm (Waters
Corporation, Milford, MA, USA), petlja 50 pL i maseni
spektrometar Waters Micromass® ZQ™ (Waters Corporati-
on, Milford, MA, USA).

Hemikalijei reagens

U radu su koriS¢ene komercijalno dostupne hemikalije i
reagensi: azot cistoce 99,9999%; metanol, HPLC gistoce, i
amonijum-acetat (Merck, Darmstat, Germany); hloroform,
izopropil alkohol, amonijum-hidroksid i glacijalna siréetna
kiselina (Zorka Pharmap.a., Sabac, Srhija); acetonitril HPLC
distoce (J.T. Backer, Deventer, Netherlands); anditi¢ki sta-
ndardi morfina, kodeina, 6-monoacetiimorfina (Sigma-
Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA).

Osnovni rastvori morfina, kodeina i 6-monoacetilmor-
fina pripremljeni su u metanolu, u koncentraciji 1 g/L, svaki
pojedinatno. Radni rastvori standarda koncentracije 0,10,
0,20, 0,30, 0,50 i 1,00 mg/L dobijeni su razblazivanjem os-
novnih standarda u mobilnoj fazi.

Uzorkovanjei priprema uzoraka

Radom su obuhvaceni rezultati dobijeni na uzorcima od
11 heroinskih zavisnika, muskog pola, starosti izmedu 22 i
36 godina, od kojih je devet primenilo heroin i.v. putem, a
dva uSmrkavanjem. Pet ispitanika nalazilo se u stanju kome,
dva su bila somnolentna, a preostala ¢etiri u svesnom stanju.
Uzorkovanje sdlive je vrseno pomoc¢u stimulatora lucenja
salive — Stapic¢a sa sunderci¢em (Doa Multidiagnost S6 test®,
Biognost, Zagreb, Hrvatska) natopljenim limunskom kiseli-
nom. Uzorci su ¢uvani u hemijski ¢istim PVC posudama na
temperaturi -20°C do odredivanja.

Za pripremu uzoraka salive kori&¢ena je te¢no-tecna
ekstrakcija. U uzorke dobijene rekonstitucijom uparene
smeSe standarda opijata (0,2 mL) u 2 mL pool-a salive, do-
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dato je 3 mL smeSe rastvaraca hloroforma i izopropil alko-
holau odnosu 9: 1, i 100 pL amonijum-hidroksida da bi se
postigla optimalna sredina za ekstrahovanje opijata (pH 9).
Ekstrakcija iz 1 mL uzorka salive bolesnika vrSena je do-
davanjem 6 mL smeSe rastvaraca hloroforma i izopropil al-
kohola u odnosu 9 : 1, uz 200 pL amonijum-hidroksida.
Posle 20 min muc¢kanja na horizontalnoj muékalici, uzorci
su centrifugirani 10 min na 4 000 obrtgja/min. Organski
sloj je zatim uparen i izvrSena je rekonstitucijau 1 mL mo-
bilne faze. Ovako pripremljen ekstrakt analiziran je meto-
dom HPLC/MS.

Metoda HPLC/MS

Hromatografski uslovi za HPLC-ESI-MS hili su slede-
¢i: razdvajanje na koloni Waters Spherisorb® 5um, ODS2,
4,6 x 100 mm vr3eno je primenom mobilne faze koja se sas-
toji iz komponente A (5 mM amonijum-acetata + 0,1% sir-
¢etne kiseling, pH = 3,5) i B (acetonitril + 0,1% siréetne ki-
seline) u odnosu 80 : 20, pri protoku od 0,3 mL/min. Tempe-
ratura u autosempleru iznosila je 20°C, a injekciona zapre-
mina 50 pL. Masena detekcija vrSena je u opsegu masa od
100 do 400 m/z, centroidni mod, interscan delay 0,1 s, scan
time 0,5 s, bez splitovanja, ¢etiri nagina snimanja (sa napo-
nom na konusu 70, 60, 50 i 38 V i elektrosprej mod ES+);
temperatura izvora bila je 150°C, temperatura desolvatacije
430°C; protok gasa: desolvatacioni 362 L/h, konusni 135
L/h; napon na kapilari 3 kV. Kalibracija i optimizacija apa-
rata vrSena je u odnosu na standard morfina (jon 286) kon-
centracije 10 mg/L, pri protoku 10 pL/min.

Za statisticku obradu podataka kori&¢eni su programi
Microsoft Office Excel i Statistica. Primenjena je regresiona
i korelaciona andliza za nivo verovatno¢e 0,05. Maseni
spektri su obradeni kompjuterskim programom Waters
MassLynx™ (Waters Corporation, Milford, MA, USA).

Rezultati

Pod zadatim hromatografskim uslovima retenciona
vremena standarda pripremljenih u pool-u salive odgovarala
su retencionim vremenima standarda u mobilnoj fazi i to: za
morfin 11,1 min, zakodein 24,1 min i za 6-monoacetilmorfin
32,8 min, sa odstupanjem do 10%. Na dlici 1 prikazani su
hromatogrami morfina, kodeina i 6-monoacetilmorfina iz
smeSe standarda u mobilnoj fazi, a na slici 2 maseni spektri
ispitivanih supstancija u kojima su identifikovane karakteris-
ticne jonske mase morfina (286 m/z), kodeina (300 m/z) i 6-
monoacetilmorfina (328 m/z). Poredenja radi, na slikama 3 i
4 dati su hromatogram i maseni spektar ovih supstancija iz
uzorka salive osobe (J.T.) kod koje je prethodno utvrdeno
prisustvo ,, opijata* u urinu.

Zavisnost povrSine hromatografskog pika i koncentra-
cije ispitivanih supstancija u salivi ispitana je regresionom
analizom i dobijene su linearne kalibracione krive za andlite
od interesa sa koeficijentom determinacije R* > 0,99. Kalib-
racijaje vrsena u opsegu koncentracija 0,1-1 mg/L (0,1; 0,2;
0,3; 0,5, 1 mg/L) i dobijene su sledece jednacine: za morfin,
y = 385531x + 14584; za kodein, y = 398036x + 31542; za
6-mam, y = 524162x — 27105.
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S VMA CKT OTH e Korelacionom analizom potvrdena je tainost metode sa
b (2897157 s.ﬁ koeficijentima korelacije: 0,9970 za morfin, 0,9982 za ko-

dein i 0,9981 za 6-monoacetilmorfin. Dobijene su sledece
eonsn recovery vrednosti: za morfin 99%, za kodein 99% i za 6-
5 %] . monoacetilmorfin 94%. Racunat na bazi pojedinacnih kon-
. ' o centracija analita recovery je varirao u rasponu 74-123% za
i | Y m morfin, 97-106% za kodein i 28-91% za 6-mam. MnoZe-
| S L YL EeE e L_ Wk njem Suma aparata sa 3 i 5, izracunati su limit detekcije
—— o o semes: (LOD) od 0,01 mg/L, i limit kvantifikacije (LOQ) od 0,05
i B 2088 mg/L za sve ispitivane supstance.
Podle validacije metode, andizirano je 11 uzoraka sali-
| ve bolesnika primljenih u Toksikolosku ambulantu Centra
=% hitne pomo¢i VMA i Kliniku za toksikologiju Centra za
'| kontrolu trovanja VMA za koje je prethodno test trakama
| i potvrdeno prisustvo opijata u urinu. SadrZgj ispitivanih sup-
oL 27 T R .- she B stancija u salivi bolesnika prikazan je u tabeli 1. Vrednosti
1080-saliva 1: Scan ES+
1004 ﬁsgéhsuasu" 7.&
' AR Tabelal
Koncentracije morfina, kodeinai 6 monoacetilmorfina
(6-mam) u salivi korisnika opijatne droge
- %
Bolesnik Kont;entracijau@livi (mg/L)
morfin  kodein 6-mam
| st miina M.N. 5,42 033 0,01
CTTEm e sz zece abe wmee ™ T.N. 331 0,05 0,02
Sl. 3—Hromatogram uzor ka salive bolesnika koji jeimao M.M. 1,80 0,29 0,08
pozitivnu reakciju na opijate u urinu ZM. 0,54 - 0,03
B.I. 1,06 - 0,27
SE—— S P.B. 5,82 0,85 0,08
100 e e K.N. 4,50 5,33 0,65
M.A. 3,16 1,98 0,68
L.M. 1,34 - -
1.D. 0,77 - -
" JT. 1,87 022 0,09
_mmusmt 1681518041 1o 2o ooy 24pse 208.04 351.49 3809857 4
wetiam 529 (26.454) i i 1 Soan ES+.
™ o koncentracija su se kretale u opsegu 0,54-5,82 mg/L za mor-
| - fin, 0,05-5,33 za kodein, a za 6-monoacetilmorfin 0,01-0,68
| e mg/L. Koncentracije nize od LOQ dobijene su izracunava-
=% s | njem posle merenja u koncentrisanim uzorcima. U cilju ispi-
tivanja korelacije izmedu koncentracija morfina, kodeinai 6-
SRR . e monoq_:etilmorfina u saliv_i_ ispit_anikg, primenili _smo (_jva
[ e 7 i _ a0 scenarija. U prvom scenariju ukljucili smo samo ispitanike
wsosmerigssn  vsaes kod kojih su izmerene vrednosti sve tri supstancije, a u dru-
@l ' gom sve ispitanike, pri éemu smo u sluégjevima kod kojih
| supstancije nisu detektovane koristili vrednost 0. Bez obzira
1 | s na primenjeni scenario, statisticki znatajna korelacija dobi-
5% jenajeizmedu vrednosti za kodein i 6-mam sa koeficijentom
R _ korelacije 0,84 u prvom, i 0,82 u drugom sluéaju, uz nivo
? - (' gk om0 e 31;;“::3;”65 znacajnosti p = 0,02 za oba scenarija. Jednasina koja opisuje
T 19707 | (22208 28057 208 korelaciju izmedu koncentracija kodeina i 6-mam za prvi
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Sl. 4—Maseni spektar uzorka salive bolesnika koji jeimao

pozitivnu reakciju na opijate u urinu
Morfin — 286,25 m/z; kodein —300,35 m/z;
6-monoacetilmorfin (6-mam) — 328,06 m/z

scenario iznosila je y = 0,1312x + 0,0596, a za drugi y =
0,1293x + 0,0665 sa koeficijentima determinacije (R?) 0,70 i
0,67. Nasdlici 5 dat je trodimenzionalni prikaz korelisanih pa-
rametara.
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Diskusija

Saliva pripada kategoriji tzv. alternativnih uzoraka sa
sve vetim znatagjem za primenu u klini¢ko-toksikolo3koj
analizi *. Priprema uzoraka salive u svrhu odredivnja lekovai
sredstava zloupotrebe podrazumeva upotrebu tecno-cvrste °,
1073 ili tegno-tecne ekstrakcije . Zapremina prikupljenog
uzorka salive je ¢esto mala, pa se za detekciju supstanci pri-
menjuju tehnike gasne i tegne * ™ ** 5" hromatografije sa
masenom detekcijom “, i tako se obezbeduje visoka specific-
nost i osetljivost. Metoda LC-M S primenjuje se kao potvrdni
test za drogu u sdlivi ™. U ovom radu, uzorci salive pripre-
mani su tecno-te¢nom ekstrakcijom, i dobijene su zadovolja-
vauée recovery vrednosti. Morfin, kodein i 6-mam identifi-
kovani su na osnovu retencionih vremenai masenih spektara
¢ime je postignuta neophodna specifi¢nost analize, a linear-
nost je dobijena u opsegu 0,1-1 mg/L. Pri hromatografskoj
analizi uzoraka salive pripremljenih ekstrakcionom procedu-
rom navedenom u ovom radu nije primeceno prisustvo do-
datnih pikova koji bi mogli da poti¢u od interferiraju¢ih sup-
stancija, §to ukazuje na selektivnost primenjenog postupka.
Osnovne prednosti predioZene metode, u odnosu na metode
opisane u literaturi, su jednostavnost pripreme uzorkai izvo-
denja hromatografske procedure i ekonomi¢nost. PredloZena
metoda, takode, ima zadovoljavajuce karakteristike u pogle-
du osetljivosti, taénosti i specifi¢nosti.

Sdliva je lako dostupna za neinvazivno uzorkovanje koje
moZe da se nadgleda, i relativno je neoptere¢ena materijama
koje bi mogle da interferirgju sa odredivanjem analita. Pored
navedenih prednosti upotrebe salive kao bioloskog materijala,
postojei odredena ogranicenja. Naime, sdiva se tesko sakuplja
kod dehidriranih, predoziranih zavisnika kod kojih se keo je-
dan od smptoma javlja suvoca usta, posebno ako uzimgu i
stimulanse kao &o je amfetamin. U poredenju sa urinom, u sa
livi je kra¢i period detekcije aktivnih supstanci, ai razliciti na-
¢ini sakupljanja salive (stimulisano i nestimulisano uzorkova
nje) uticu na prinos analita od interesa. Savremeni anditicki
pristup problematici identifikacije i odredivanja izdvaja pri-
menu H PLC/MS metode zbog toga $to se ovom tehnikom
obezbeduje visoka specifi¢nost i osetljivost, narogito ako se
imau vidu daje koncentracija metabolita u saivi ¢esto niza od
koncentracije u tradicionalnim uzorcima * *°.
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Difuzijajedinjenjaiz krvi u salivu zavisi od unete doze
i klirensa, osobina jedinjenja (pKa, liposolubilnosti, stepena
vezivanja za proteine plazme, naelektrisanja, molekulske
mase i prostorne konformacije), ai i od osobina salive (pH,
brzine protoka, sastava) . Vremenski period tokom koga
supstance mogu da se detektuju u salivi zavisi i od puta uno-
sa. Podeiv primene heroin se detektuje u prvom satu, a posle
puSenja i uSmrkavanja tokom 24 h. Za morfin vreme detek-
cijeje 0,5-24 h posle im primene, dok se kodein moze na¢i u
salivi 2-12 h nakon peroralnog uzimanja ®** %. U ovom ra-
du, vrednosti dobijene odredivanjem morfina, kodeinai za 6-
mam u salivi ispitanika nalazile su se u Sirokom opsegu kon-
centracija (tabela 1). lako nismo imali podatke o dozama i
vremenu proteklom od primene droge za ispitanike ciji su
uzorci uzimani u rad, poznato je da koncentracije u salivi za-
vise i od kontaminacije usne duplje samim sredstvom zlou-
potrebe, narogito u prvom satu od primene ® . Pored doze i
vremena, kontaminacija usne duplje mogla bi znatgjno da
doprinese rasponu u dobijenim koncentracijama. Pujadas i
sar. *° u salivi bolesnika primljenih u jedinicu hitne pomogi
zbog razli¢itih povreda, posle tecno-¢vrste ekstrakcije, meto-
dom GC/MS odredili su vrednosti za morfin 34,6 ng/mL
(0,0346 mg/L), za 6-mam 83,9 ng/mL (0,0839 mg/L) i ko-
dein 372,0 ng/mL (0,372 mg/L). Metodom LC/IMS-MS prili-
kom testiranja vozata, Wood i sar. ®izmerili su koncentracije
6-mam od 238 i 291 pg/L (0,238 0,291 mg/L), morfina 725
i 1063 pg/L (0,725 1,063 mg/L) i kodeina 107 i 132 pg/L
(0,107 i 0,132 mg/L), a Oiestad i sar. © 0,04-11 pmol/L
(0,011-3,139 mg/L) i 0,024-20 pumol/L (0,007— 5,987 mg/L)
zamorfin odnosno kodein. Kod trudnica zavisnih od heroina,
na metadonskoj terapiji, istom metodom dobijene su nesto
nize vrednosti: 1,1-51,3 pg/L (0,0011 i 0,0513 mg/L) za
morfin, 1,3-6,4 pg/L (0,0013 i 0,0064 mg/L) za kodein i
1,4-434,0 pg/L (0,0014 i 0,434 mg/L) za 6-mam *'.

U ovom radu koncentracije dobijene kod svih ispitani-
ka opadal e su po slede¢em redosledu: morfin > kodein > 6-
mam, osim kod jednog pacijenta kod kojeg je koncentracija
kodeina hila ve¢a od koncentracije morfina. Korelisanjem
izmerenih vrednosti dobijena je statisticki zna¢ajna korela-
cija izmedu koncentracija kodeina i 6-mam, a na bazi pri-
kazane jednacine (slika 5), moguce je predvideti koncentra-
ciju jednog od metabolita Sto ima prakti¢ni znacaj pri pro-
ceni ekspozicije heroinu, ukljucujué¢i dinamiku i obim izlo-
Zenosti.

Zakljutak

Predlozena metoda HPLC/MS za odredivanje sadrZzgja
morfina, kodeinai 6-mam u sdivi je tacna, jednostavna i eko-
nomic¢na, pa je zbog toga pogodnu za rutinsku primenu. Ima
juéi u vidu ¢injenicu da ova metoda daje metabolicki profil he-
roina, mozemo reci da poseduje relativno visok informativni
potencijal o vremenu i nacinu njegove zloupotrebe.
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