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ÁGRIP 
 Þróun aðferðar til mælinga á umbrotsefni heróíns, 6-

mónóasetýlmorfíns (6-MAM) í lífsýnum 

 

Díasetýlmorfín er hálfsmíðuð afleiða af plöntu alkalóíðanum morfíni. Talið er að efnið 

hafi fyrst verið smíðað árið 1874 af enska efnafræðingnum Charles Alder Wright. Þýska 

lyfjafyrirtækið Bayer markaðssetti síðan efnið árið 1898 undir nafninu heróín en 

ábendingar þess voru hósti og alvarlegir öndunarfærasjúkdómar. Efnið hafði einnig 

verkjastillandi eiginleika og var sagt minna ávanabindandi en morfín. Raunveruleg áhrif 

efnisins komu hins vegar fljótt fram en efnið reyndist ekki eingöngu verulega 

ávanabinandi heldur olli það einnig alvarlegri öndunarlömun í of stórum skömmtum. 

Árið 1924 var algjört bann sett við notkun efnisins í Bandaríkjunum og mörg lönd 

fylgdu í kjölfarið. Í dag er efnið talið í hópi hættulegustu fíkniefna í heiminum. 

Samkvæmt SÁÁ hefur fíkn í ópíóíða vaxið hratt á Íslandi frá árinu 1995 og á hverju ári 

leita fáeinir einstaklingar sér aðstoðar vegna heróínfíknar. Árið 2005 voru tvö dauðsföll 

á Íslandi rakin til heróín ofskömmtunar. Heróín er mjög óstöðugt og umbrotnar hratt í 

líkamanum í umbrotsefnið 6-MAM og morfín og því hefur reynst erfitt að mæla heróín í 

lífsýnum. 6-MAM hefur lengri helmingunartíma í líkamanum og hafa mælingar á því 

verið notaðar til að staðfesta heróínnotkun. 6-MAM finnst hins vegar í mjög lágum 

styrk í lífsýnum og því skiptir miklu máli að mæliaðferðin sé nægilega næm. Markmið 

þessa verkefnis var að þróa einfalda og næma mæliaðferð til að greina 6-MAM í þvagi. 

Ákveðið var að útbúa flúrljómandi azo-afleiður af bæði morfíni og 6-MAM og mæla 

með vökvagreini tengdum við flúrljómunarskynjara. Ekki er vitað til þess að þessar 

afleiður hafi verið mældar í vökvagreini áður. Sú aðferð gekk ekki eins og vonast var til 

þar sem ekki tókst að smíða afleiðu sem sýndi nægilega sterka flúrljómun. Í staðinn var 

þróuð aðferð þar sem útbúnir voru própanesterar af morfíni, kódíni og 6-MAM og þeir 

mældir með gasgreini tengdum við massagreini. Samskonar aðferðum hefur verið lýst 

áður en hafa þó ekki verið prófaðar áður á Rannsóknarstofu í lyfja- og eiturefnafræði 

(RLE).  
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ABSTRACT 
 Development of an assay for the heroin metabolite 6-

monoacetylmorphine (6-MAM) in biological specimens. 

 

Diacetylmorphine is a semi-synthetic derivative of the plant alkaloid morphine. It is 

believed to have been first synthesised in 1874 by the English chemist Charles Alder 

Wright. German pharmaceutical company Bayer marketed the drug in 1898 under the 

name “heroin” to treat cough and serious respiratory illnesses. The drug also contained 

pain relieving properties and was said to be less addictive than morphine. The true effects 

of the drug soon appeared, however, and it turned out to be not only severely addictive, 

but also to cause severe respiratory paralysis in overly large doses. The drug was 

completely prohibited in the United States in 1924 and many countries followed suit. 

Today heroin is considered one of the most dangerous drugs in the world. According to 

Iceland’s SAA – National Center of Addiction Medicine, addiction to opiates in Iceland 

has grown swiftly since 1995 and each year a handful of individuals seek help for heroin 

addiction. In 2005, two deaths in Iceland were directly connected to heroin overdoses. 

Heroin is very unstable and is metabolised quickly in the body into 6-MAM whitch 

further metabolises to morphine. It has therefore proved difficult to measure heroin in 

biological specimens. 6-MAM has a longer half life then heroin and has been used to 

confirm heroin use. However, 6-MAM exists in biological specimens only in very low 

doses, and it is therefore vital for the analytical technique used to be sufficiently 

sensistive. The aim of this project was to develop a simple and sensitive analytical  

technique to detect 6-MAM in urine. A decision was made to prepare fluoroescent azo-

derivatives of both morphine and 6-MAM and measure with high performance liquid 

chromatography coupled with fluorescent detector, HPLC-FLD. The derivatives are not 

known to have been measured with high performance liquid chromatography in the past. 

The method did not unfold out as hoped, since synthesis of a derivative that showed a 

strong fluorescent emission was not successful. A decision was instead made to prepare 

propionic anhydride derivatives of morphine, codeine and 6-MAM to measure with gas 

chromatography mass spectrometry. Comparable methods have been described in the past 

but have not yet been tested at the Department of Pharmacology and Toxicology at the 

University of Iceland. The method was adapted to the chemical and technical equipment 

available on site. 
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1 INNGANGUR 
 

1.1 Papaver somniferum  

1.1.1 Uppruni  
Papaver somniferum er latneska heitið á ópíumvalmúanum, á ensku er plantan kölluð 

,,Opium Poppy”. Þessi planta er ein af elstu lækningajurtum sem til eru í heiminum í 

dag og er deilt um það hvort plantan eigi uppruna sinn að rekja til Litlu Asíu (e. Asia 

Minor) eða til landa við Vestur Miðjarðarhaf (Samuelsson, 2004; Schiff, 2002). 

Vísbendingar eru um að Súmerar (e. Sumerians) hafi ræktað valmúa til að einangra 

ópíum fyrir að minnsta kosti þrjú þúsund árum fyrir Krist en fundist hafa leirtöflur (e. 

clay tablets) frá þeim tíma þar sem ræktun valmúa er lýst. Töflurnar fundust við Nippur, 

sem var andlegt setur Súmera, staðsett sunnan við Bagdad. Á töflunum er því einnig lýst 

hvernig Súmerar söfnuðu valmúasafa snemma á morgnanna (Schiff, 2002).  

1.1.2 Grasafræði 
Papaverin ættkvíslin samanstendur af 110 mismunandi 

tegundum.  Flestar tegundirnar eru einærar en þó eru til 

einhverjar fjölærar tegundir.  Papaver somniferum er 

einær jurt með uppréttan stilk og má sjá mynd af 

plöntunni á mynd 1-1.  Blómhnapparnir eru egglaga og 

hangandi en blómin eru upprétt og geta ýmist verið hvít, 

rauð eða fjólublá.  Ræturnar eru þykkar og stilkurinn nær 

um 1-1,5 metra hæð.  Laufblöðin eru stór, ílöng og 

stilklaus (Kapoor, 1995; Samuelsson, 2004; Schiff, 

2002).   

 

Mynd 1-1. Papaver somniferum, 
Ópíumvalmúi (JALALABAD, 
2001) 
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1.1.3 Ræktunarstaðir 
Ópíumvalmúi er ræktaður víða í heiminum en ræktun hans er undir eftirliti Alþjóðlega 

fíkniefnaeftirliti Sameinuðu Þjóðanna (International Narcotics Control Board of the 

United Nations). Lögleg ræktun plöntunnar fer aðallega fram í norðurhluta Indlands en 

þar er hún ræktuð til framleiðslu á morfíni. Plantan er einnig ræktuð sem uppspretta 

ópíumstráa (e. poppy straw) og ópíumfræja. Ópíumfræ eru þekkt undir nafninu birkifræ 

á Íslandi og eru mikið notuð í allskyns matargerð og bakstur. Úr fræunum er einnig 

pressuð olía til matargerðar og annara nota. Ópíumstrá er stilkur plöntunnar sem skorinn 

hefur verið af og þurrkaður.  Úr ópíumstráum má svo úrhluta morfín og fleiri ópíóíða.  

Lögleg ræktun til framleiðslu ópíumstráa og fræja fer að mestu fram í Ástralíu, 

Frakklandi, Spáni, Úkraínu, fyrrum Júgóslavíu og Tyrklandi. Plantan er víða ræktuð 

ólöglega og þá ber sérstaklega að nefna svæðin tvö sem nefnd hafa verið Gullni 

þríhyrningurinn (e. Golden Triangle) og Gullni hálfmáninn (e. Golden Crescent). Gullni 

þríhyrningurinn kallast svæðið sem liggur á milli landanna Burma, Víetnam, Laos og 

Tælands en Gullni hálfmáninn er svæðið á milli Afganistan, Íran og Pakistan. Ólögleg 

ræktun er einnig talin fara fram á Indlandi, Líbanon og Mexíkó (Blakemore og  White, 

2002; Samuelsson, 2004; Schiff, 2002).  

1.2 Ópíum 

1.2.1 Vinnsla  
Ópíum er unnið úr óþroskuðu aldini valmúans (Samuelsson, 2004). Þegar yfirborð 

aldinsins er rofið, lekur út safi á formi mjólkurhvítra dropa sem fljótlega breyta um lit, 

verða brúnir og harðna. Afurðin sem um ræðir er ópíum. Til þess að ná ópíum úr 

aldinunum þarf að skera á yfirborð þeirra rétt áður en þau blómstra með sérstökum 

hnífum sem ná aðeins hálfa leið inn í aldinið til að tryggja að safinn leki út úr því en 

ekki inn í það. Skurðurinn er framkvæmdur seinni hluta dags og næsta dag er ópíumið 

skafið af (Samuelsson, 2004). Hrátt ópíumið er síðan þurrkað í sólinni. Svarti 

froðukenndi massinn sem stendur eftir er þekktur sem indverskt ópíum (Blakemore og  

White, 2002). Ópíumið er síðan klesst í kökur og sent í burtu til frekari framleiðslu. Í 

dag er Indland eina landið sem flytur ópíum á þessu formi úr landi (Samuelsson, 2004) .	
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1.2.2 Innihaldsefni 
Ópíum inniheldur fjöldann allan af alkalóíðum en eingöngu fjórir þeirra eru notaðir í 

læknisfræðilegum tilgangi. Það er bensýlísókínólín afleiðan papaverin, fenanþrenen 

afleiðurnar morfín og kódín og þalíð-ísókínólín afleiðan noskapín. Annar mikilvægur 

alkalóíði sem finnst í ópíum er thebein (e. Thebain). Hann hefur engin læknisfræðileg 

not í sinni upprunalegu mynd en er mikilvægt milliefni við myndun ýmissa ópíóíð 

afleiða eins og etorfíns, búprenorfíns og naloxon (Samuelsson, 2004). Á mynd 1-2 má 

sjá mynd af efnabyggingu ópíóíð alkalóíðanna.    

 
Mynd 1-2. Byggingar ópíóíð alkalóíðanna morfín, kódín, papaverin og noskapín. 
 

Papaverin er einn einfaldasti ópíum alkalóíðinn og finnst í um 1% magni í ópíum.  

Papaverin hefur slakandi áhrifa á slétta vöðva. Noskapín finnst í um 4-8% magni í 

ópíum en noskapín hefur verið notað til að draga úr hóstaviðbrögðum. Morfín er sá 

alkalóíði sem finnst í hvað mestu magni í plöntunni. Morfín innihald í ópíum er þó mjög 

breytilegt og hafa ræktunarskilyrði plöntunnar mikil áhrif á styrk. Styrkur þess getur 

verið á bilinu 3-23% en að meðaltali er talið að ópíum innihaldi um 10% morfín. Morfín 

inniheldur fenólhóp sem gerir það að verkum að tiltölulega auðvelt er að aðgreina það 

frá hinum alkalóíðunum. Morfín er fyrst og fremst notað í lyfja- og læknisfræði vegna 

verkjastillandi eiginleika sinna, efnið veldur einnig vímuáhrifum (e. euphoria) og er 
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mjög ávanabindandi. Kódín finnst í mun minna magni, um 0,8-2,5 % í ópíum. Kódín er 

því mikið hlutsmíðað úr morfíni með metýleringu á fenólhópi.  Kódín hefur verkja- og 

hóstastillandi eiginleika. Verkjastillandi áhrif kódíns eru minni en af morfíni og 

ávanahætta ekki eins mikil (Boerner, Abbott og Roe, 1975; Samuelsson, 2004).  

1.3 Morfín 
Þýskur lyfjafræðingur, Friedrich W. Sertürner (1783-1841) var fyrstur manna til að 

einangra morfín úr ópíum árið 1804. Hann nefndi efnið morfín (e. morphinum) eftir 

gríska draumaguðinum Morfíus (e.  Morpheus). Sertürner sá að morfínum, eða morfín 

eins og við þekkjum það, tilheyrði áður óþekktri tegund náttúruefna. Þessi tegund 

náttúruefna voru alkalóíðar (e. alkaloids). Fljótlega kom í ljós að alkalóíðinn einn og sér 

bjó yfir meiri líffræðilegri virkni en fyrri ópíum preparöt (Blakemore og  White, 2002).  

Morfín var fyrst markaðssett fyrir almenning af Sertürner og félögum árið 1817 sem 

verkjastillandi lyf en einnig sem meðferð við ópíum og áfengisfíkn.  Fljótlega kom þó í 

ljós að morfín var mun meira ávanabindandi en bæði alkóhól og ópíum (Klockgether-

Radke, 2002; Lemke og  Williams, 2007). Þrátt fyrir að rannsóknir á efnabyggingu 

morfíns hafi hafist fljótlega eftir að Sertürner einangraði efnið árið 1804 var það ekki 

fyrr en árið 1925 að Sir Robert Robinson (1886-1975), enskur efnafræðingur og 

Nóbelsverðlaunahafi í efnafræði árið 1947,  lagði fram tillögu um efnabygginguna. 

Tillaga Robinson var síðan staðfest af efnafræðingnum Marshall D. Gates (1915-2003) 

árið 1952, en honum tókst ásamt samstarfsmönnum að efnasmíða morfín. Aðferð til að 

efnasmíða morfín sem er hagkvæmari en að einangra efnið úr ópíum hefur hins vegar 

ekki enn komið fram (Blakemore og  White, 2002).  
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1.3.1 Efnafræði  

1.3.1.1 Bygging 

Sameindabygging morfíns samanstendur af fimm hringja kerfi eins og sést  á mynd 1-3. 

Kolefnisatóm 1-4, 11 og 12 mynda 

arómatískan hring og súrefnisbrúin milli 

kolefna 4 og 5 mynda fúranóíð líkan 

hring (e. furanoide-type ring). Metýlamín 

keðja tengir síðan saman kolefnisatóm 9 

og 13 og myndar þannig N-

metýlpíperidín hring þvert yfir fenanþren 

bygginguna. Þessi þrígildi amínóhópur er 

ábyrgur fyrir basískum eiginleikum 

sameindarinnar. Tveir hýdroxýlhópar eru 

staðsettir á sameindinni, einn í stöðu 3 og 

annar í stöðu 6. Hýdroxýlhópurinn í stöðu 

3 er phenólhópur og er hann ábyrgur fyrir 

sýrueiginleikum sameindarinnar. Morfín hefur því bæði sýru og basahóp og getur tekið 

bæði jákvæða og neikvæða hleðslu. Slík efni eru kölluð amfóterísk (e. amphoteric) efni. 

Morfín sameindin hefur fimm handhverfumiðjur, við kolefni 5, 6, 9, 13 og 14. Morfín 

snýr pólariseruðu ljósi til vinstri (e. levorotation) og steríókemía þess er 5R, 6S, 9R, 13S 

og 14R. Levó- eða L-ísómera morfíns er líffræðilega virka form sameindarinnar en 

dextró ísómeran, sem hefur verið smíðuð, skortir líffræðilega virkni. Allir náttúrulegir 

og hlutsmíðaðir ópíóíðar eru levó-ísómerur (Boerner o.fl., 1975).  

  

1.3.1.2 Samband byggingar og verkunar 

Rannsóknir hafa sýnt að það er margt í flókinni byggingu morfíns sem hefur ekki áhrif á 

lyfjafræðilega virkni. Reglan segir að til að morfín haldi lífræðilegri virkni sinni þarf að 

vera til staðar arómatískur hringur sem tengdur er við katjónískan amínóhóp með annað 

hvort etýl- eða própýlkeðju.  Hýdroxýlhópur í stöðu 3 er einnig mjög mikilvægur og er 

ýmist forsenda fyrir virkni ýmissa ópíóíða eða eykur virkni þeirra verulega. Hann er 

sérstaklega mikilvægur hjá ópíóíðum sem hafa stífa byggingu eins og morfín og fleiri 

Mynd 1-3. Sameindabygging morfíns. 
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(Lemke og  Williams, 2007). Í töflu 1-1 má sjá nokkur dæmi um hvað efnafræðilegar 

breytingar á efnabyggingu morfíns hafa á verkjastillandi áhrif þess.  

Tafla 1-1. Samband byggingar og virkni morfíns. 
Breyting í efnabyggingu Verkjastilling 

3-H í stað 3-OH 10 föld minnkun 

6-keto í stað 6-OH Minnkuð virkni 

6-H í stað 6-OH Aukin virkni 

3-OCH3 í stað 3-OH Minni virkni 

CH3CO ester í stöðu 3 Minnkuð virkni 

CH3CO ester í stöðu 6 Aukin virkni 

1.4 Verkunarmáti ópíóíða 

1.4.1 Viðtakar  
Tilgátur um að morfín og 

skildir ópíóíðar verkuðu á 

sérstaka viðtaka í 

líkamanum komu fram 

um 1950 og voru byggðar 

á því að breytingar í 

byggingu og steríókemíu 

efnanna höfðu mikil áhrif 

á virkni þeirra.   Það var 

síðan árið 1979 að Martin 

o.fl. (1979) sýndu  fram á 

að um fleiri en einn 

viðtaka væri að ræða. Kenning 

þeirra var sú að ópíóíðar 

virkjuðu þrjá mismunandi viðtaka sem kallaðir voru µ-­‐, κ -og δ-viðtakar (Corbett, 

Henderson, McKnight og Paterson, 2006; Martin, 1979). Með tímanum hafa rannsóknir 

sýnt að þessum viðtökum er hægt að skipta niður í fleiri undirflokka sem sjá má á mynd 

1-4.  Fjórði viðtakinn N/OFQ (nociceptin/orphanin FQ) var síðan einangraður árið 

1994.  Þessi viðtaki var upphaflega kallaður ópíóíðviðtaka-líki (e. opiod receptor-like 1, 

ORL-1), en hann er strangt til tekið ekki ópíóíðviðtaki þar sem hann binst engum af 

Ópíóíða 
viðtaki 

µ 

Heili, mæna, 
meltingavegur 

µ1 

Verkjastilling og 
fíkn 

µ2 

Öndunarfærabæling
, samdráttur 

sjáaldra, víma, 
hömlun á hreyfingu 

í GI, fíkn 

κ 

Heili og mæna 

κ1, κ2, κ3 

Verkjastilling, 
slæving,samdráttur 
sjáaldra, óþægindi, 

hömlun á ADH 
losun 

δ 

Heili 

δ1, δ2 

Verkjastilling, 
víma, fíkn 

Mynd 1-4.  Helstu viðtakar ópíóíða.   
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þeim ópíóíðum sem til eru. Ástæðan fyrir því að hann fer í þennan flokk er vegna þess 

hve mikill skyldleiki er í amínósýruröð hans og hinna ópíóíðviðtakana. Dreifing µ-­‐, κ -

og δ-viðtaka um líkamann er mismunandi og má sjá í grófum dráttum á mynd 1-4 

(Goodman, Gilman, Brunton, Lazo og Parker, 2006). Allir viðtakarnir eru G-prótein 

tengdir viðtakar og liggja í gegnum frumuhimnuna. Örvun á viðtökunum veldur hömlun 

á ensíminu adenýl sýklasa sem sér um að mynda sýklískt adenósín mónófosfat (e. cyclic 

adenosine monophosphate, cAMP). Lækkun í styrk cAMP hefur síðan áhrif á kalíum og 

kalsíum jónagöng í frumunum (Blakemore og  White, 2002).  Mikill skyldleiki á er 

milli virkjunar µ-­‐ og δ-viðtaka en lítill skyldleiki virðist vera á milli örvun þeirra og κ-

viðtaka. Það lýsir sér meðal annars í því að áhrif á kalíum jónagöng koma fram við 

örvun µ-og-δ viðtaka en áhrif á kalsíum jónagöng við örvun κ-viðtaka (Goodman o.fl., 

2006). Þegar notkun ópíóíða er skyndilega hætt verður hækkun í innanfrumu cAMP 

sem veldur óþægilegum fráhvarfseinkenni (Blakemore og  White, 2002).  

1.4.2 Áhrif ópíóíða 
Örvun á µ1 hefur verkjastillandi áhrif sem er miðlað að mestu leiti frá miðtaugakerfi 

fyrir ofan mænu (e. supraspinal) en örvun á µ2 hefur bælandi áhrif á öndunarstöðvar í 

heila, veldur minnkaðri hreyfingu meltingarfæra (e. gastrointestinal tract, GI), 

vímuástandi, samdrætti sjáaldra, fíkn og fleiru. Örvun á δ-viðtökum hefur 

verkjastillandi áhrif ásamt því að valda vímu og ávanahættu. Örvun κ-viðtaka hefur 

einnig verkjastillandi áhrif en þau eru talin vera miðluð að mestu leiti frá mænu.  Áhrif 

á öndunarstöðvar og sjáöldur eru minniháttar við örvun κ-viðtaka en aukaverkanir eins 

og vanlíðan (e. dysphoria), geðræn áhrif (e. psychotomimetic effect) og fleira eru 

algengar (Goodman o.fl., 2006). Öndunarbæling, sem á sér stað aðallega við örvun á µ2-

viðtökum, verður vegna bælandi áhrifa á öndunarstöðvar í heilastofni en þetta er 

algengasta orsök dauðsfalla vegna ofskömmtunar af heróíni og morfíni. Ópíóíðar eru 

einnig þekktir fyrir að bæla niður hóstaviðbrögð eins og minnst var á í kafla 1.2.2., en 

talið er að þau áhrif séu vegna beinna áhrifa á hóstamiðstöðvar í heila. Morfín er fyrst 

og fremst µ-agonisti (Goodman o.fl., 2006). 
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1.5 Díasetýlmorfín 

1.5.1 Uppgötvun 
Charles Alder Wright er talinn hafa verið fyrstur manna til að smíða díasetýlmorfín 

útfrá morfíni árið 1874. Fleiri vísindamenn gerðu einnig tilraunir á efninu en það var 

síðan árið 1897 þegar Heinrich Dreser var gerður að yfirmanni á rannsóknarstofu 

lyfjafyritækisins Bayer að hlutirnir fóru að gerast. Dreser setti fram þá hugmynd að 

díasetýlmorfín gæti komið í stað kódíns sem meðferð við miklum og erfiðum hósta.  

Dreser gaf út skýrslu þar sem hann greindi frá niðurstöðum úr rannsóknum sínum. Hann 

hafði komst að því að díasetýlmorfín væri mjög áhrifaríkt í að bæla niður hósta  og auk 

þess hægði það á og dýpkaði öndun. Niðurstaðan var því sú að díasetýlmorfín gæti skipt 

sköpum í meðferðum við alvarlegum öndunarfærasjúkdómum, þar sem það ekki 

eingöngu bældi niður hósta heldur hjápaði það til við að hreinsa lungun af slími og 

öðrum óhreinindum. Því til viðbótar átti að stafa minni ávanahætta ef efninu en af 

morfíni. Sannfærðir um ágæti díasetýlmorfíns markaðssetti Bayer efnið undir heitinu 

heróín í september árið 1898. Nafnið heróín átti að vísa í orðið ,,heroisch” sem þýðir 

hetjulegt á þýsku (Sneader, 1998). Raunveruleg áhrif heróíns komu hins vegar fljótt 

fram. Auk þess að hafa mun öflugri verkjastillandi áhrif en morfín var efnið töluvert 

eitraðra. Eiturverkunin kom fram í mikilli öndunarbælingu og ávanahættu, sem var mun 

meiri en af morfíni (Boerner o.fl., 1975). Árið 1904 voru sett lög í Bandaríkjunum um 

að lyf mætti ekki innihalda meira en 10 mg af heróíni í hverju grammi af 

lyfjasamstetningu. Árið 1915 voru flestir læknir hættir að ávísa heróíni þó svo að algjört 

bann við notkun þess hafi ekki verið sett í lög fyrr en 1924. Mörg önnur lönd bönnuðu 

efnið í kjölfarið en notkun þess var þó áfram leyfð í Bretlandi og er það enn í dag í 

undantekningartilfellum (Sneader, 1998).  

1.5.2 Efnafræði 
Heróín er tvíasetýleruð afleiða af morfíni og býr  að miklu leyti yfir sömu efnafræði og 

morfín fyrir utan tvo asetýlhópa í stöðu 6 og 3. Asetýlhóparnir auka fitusækni 

sameindarinnar sem gerir henni auðveldara fyrir að komast yfir lífrænar himnur og 

blóð-heila hemil (blood brain barrier, BBB). Heróínið sjálft hefur ekki mikla sækni í 

viðtaka ópíóíða en niðurbrotsefni þess 6-mónóasetýlmorfín (6-MAM) er mjög virkur µ-
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agonisti. Áhrif heróíns eru að mestu leyti talin vera vegna áhrifa umbrotsefna þess, 6-

MAM og morfíns (Boerner o.fl., 1975).  

1.5.3 Efnasmíði 
Heróín er útbúið með asetýleringu á báðum hýdroxýlhópum morfín sameindarinnar eins 

og sjá má á mynd 1-5. Algengast er að asetýlerað sé með yfirmagni af 

ediksýruanhýdríði (Acetic acid anhydride, Ac2O) eða með ediksýruanhýdríði í blöndu 

með basa eins og pyridíni eða benseni, en basarnir gegna hlutverki efnahvata  

(Klemenc, 2002). Í stað Ac2O hafa einnig verið notuð efnin, asetýl-klóríð, etýlen 

díasetat og vatnsfrí ediksýra (Odell, Skopec og McCluskey, 2006).  

 

Mynd 1-5. Asetýlering á morfíni með ediksýruanhýdríði til að mynda heróín. 
 

Í töflu 1-2 má sjá dæmi nokkrar aðferðir til að smíða heróín útfrá morfíni. Þegar 

aðferðirnar eru skoðaðar má sjá að flestar eiga sameiginlegt er að notað er yfirmagn af 

Ac2O. Sé notað mikið yfirmagn er ekki eins mikil þörf á að auka hitastig og hvarftíma 

eins og ef lítið yfirmagn er notað. Til að mynda sé yfirmagnið minnkað þá hækkar ýmist 

hitastig eða hvarftími eða hvorutveggja. Sem dæmi um áhrif hitastigshækkunar á 

efnahvarfið þá lengist hvarftíminn í aðferð Hays o.fl. (1973) úr 3 klukkustundum upp í 

þrjá daga við það að fara úr 90°C niður í stofuhita.   
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Tafla 1-2.  Dæmi um aðferðir til að efnasmíða heróín. 
Morfín: Ac2O* Hitastig 

(°C) 
Hvarftími 

(mín) 
Basi/ 
Sýra 

Heimild 

1:10 90 180 - (Hays, Grady og 
Kruegel, 1973) 

1:280 50 180 Pyridín (Besacier o.fl., 1997) 
1:68 20-22 24 klst. Pyridín (Garrido, Delerue-

Matos, Borges, Macedo 
og Oliveira-Brett, 2004) 

1:1,5 
(Ediksýra) 

0 20 TFFA** (Odell o.fl., 2006) 

1:5 20-22 5-6 4-
DMAP*** 

(Klemenc, 2002) 

*Ac2O: Ediksýru anhýdríð 
**TFFA: Tríflúorediksýra 
***4-DMAP: 4-dímetýlamínópýridín  

Fræg aðferð við heróínsmíði er svokölluð kalk aðferð (e. lime method). Það er einföld 

aðferð í einu skrefi. Miklu yfirmagni af Ac2O er bætt útí morfínlausn og blandan hituð. 

Eftir hitun er lausnin kæld, natríumkarbónati bætt út í og úrhlutað með klóróformi 

(Neumann, 1984; Zerell, Ahrens og Gertz, 2005). Garrido o.fl. (2004) nota aðferð þar 

sem morfín hýdróklóríð er leyst upp í blöndu af pyridíni og Ac2O og lausnin hrærð við 

stofuhita í sólarhring. Efnahvarfið er stöðvað með því að hella lausninni á ís. 

Hvarfblandan er síðan gerð basísk með því að setja bíkarbónat út í áður en hún er 

úrhlutuð með klóróformi. Þessari aðferð hefur áður verið lýst af Carrol o.fl. (1976) og 

Neville o.fl. (1987). Odell o.fl. (2006) útbúa heróín með vatnsfrírri ediksýru. Þeir byrja 

á að útbúa lausn af vatnsfrírri ediksýru og tríflúorediksýru (e. trifluoroacetic 

acid,TFAA) í ísbaði. Morfíni er síðan bætt rólega út í, hrært í 20 mínútur og lausnin 

tekin úr ísbaðinu og látin ná stofuhita. Heróínið er síðan úrhlutað við basískar aðstæður 

yfir í klóróform. Síðasta aðferðin sem talin er upp í töflu 1-2 sker sig örlítið úr hvað 

varðar tíma. Þar greinir Klemenc (2002) frá aðferð þar sem hann notar efnahvatann 4-

dímetýlamínópýridín (e. 4-dimethylaminopyridine, 4-DMAP) til þess að flýta fyrir 

asetýleringunni og þannig tekst honum að stytta hvarftímann niður í sex mínútur.  
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1.5.4 Umbrot  
Fyrstu vísbendingar um að heróín hýdrólýseraðist í 

líkamanum voru birtar árið 1936 þegar morfín fannst 

í þvagi heróínfíkla (Boerner o.fl., 1975). 

Helmingunartími heróíns í blóði er mjög stuttur eða 

um 5-9 mínútur. Í líkamanum hýdrólýserast það hratt 

í niðurbrotsefnið 6-MAM sem síðan hýdrólýserast 

áfram í morfín en helmingunartími 6-MAM er um 

38-45 mínútur og morfíns um 90-180 mínútur 

(Capella-PeirÛ, Bose, Gil-AgustÌ, Esteve-Romero og 

Carda-Broch, 2005). Á mynd 1-6 má sjá hvering 

umrboti og útskilnaði heróíns er háttað. Rannsóknir 

hafa sýnt að hýdrólýsering heróíns fer að mestu leyti 

fram í rauðu blóðkornunum. Ensímið asetýlkólín 

esterasi í rauðum blóðkornum hýdrólýserar heróín í 6-

MAM og svo áfram í morfín (Hutchinson og  

Somogyi, 2002).         Í sermi er að finna annað ensím sem kallast bútýrylkólín-esterasi 

(BuChE), það getur hýdrólýserað heróín í 6-MAM en ekki áfram í morfín (Salmon, 

Goren, Avissar og Soreq, 1999). Þegar stærstur hluti heróínsins hefur verið brotinn 

niður í morfín er stærstum hluta þess svo umbreytt í morfín-3-glúkúroníð eða morfín-6-

glúkúroníð. Umbreytingin fer að mestu leyti fram í lifur og að einhverju litlu magni í 

nýrum. Lítið magn af 3,6-glúkúroníð getur einnig myndast. Þessar sameindir eru 

vatnsleysanlegri og skiljast því auðveldar út með þvagi (Sporer, 1999). Þrátt fyrir að 

morfín-3- og 6-glúkúróníð séu heldur skautaðar sameindir geta þær komist yfir blóð-

heila hemil og valdið töluverðri líffræðilega virkni. Morfín-6-glúkúróníð er til að mynda 

talið vera virkara efni en óumbreytt morfín. Ástæðan fyrir því að morfín hefur lengri 

verkunartíma í nýrnabiluðum einstaklingum er talin vera uppsöfnun á morfín-6-

glúkúróníði (Goodman o.fl., 2006). 

1.5.5 Notkun og áhrif 
Talið er að um 8 milljónir heróínfíkla séu í heiminum (Garrido o.fl., 2004), af þeim eru 

um 1 milljón í Bandaríkjunum.  Samkvæmt niðurstöðum úr rannsóknum sem hafa verið 

Mynd 1-6. Umbrot heróíns (Rook, 2006). 
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gerðar er talið að einn af hverjum fjórum sem prófa efnið einu sinni verði fíklar 

(Goodman o.fl., 2006).  Heróín sem sprautað er í æð kallar fram mjög sterka 

vellíðunartilfinningu (e. high and intense rush) sem líkt hefur verið við kynferðislega 

fullnægingu. Áhrifin koma fram innan mínútu frá því að efninu er sprautað inn. Eftir 

þessa miklu sælutilfinningu, sem getur varað allt frá 45 sekúndum til nokkurra mínútna, 

tekur við um klukkustundar tímabil af hugarró og værð. Áhrif efnisins hverfa síðan eftir 

um 3-5 klukkustundir. Vanir heróín neytendur sprauta sig oft fjórum sinnum á dag 

þannig að heróín fíkilinn sveiflast stöðugt  á milli vímuástands og fráhvarfseinkenna. 

Dánarlíkur heróínfíkla eru mjög miklar en algengt er að þeir látist vegna ofskömmtunar 

eða vegna sýkinga sem þeir fá á stungustað. Fráhvarfseinkennin sem koma fram eru 

mjög óþægileg en þó ekki lífshættuleg. Þau eru mjög áköf og vara í 5 -10 daga sé ekkert 

að gert. Áhrif fráhvarfseinkenna eru oftast öfug við vímuáhrifin. Heróín fráhvörf  lýsa 

sér því í stækkuðum sjáöldrum, hraðslætti, svita, gæsahúð, uppköstum og niðurgangi, 

hita, hækkuðum blóðþrýstingi og fleiri óþægilegum og óæskilegum einkennum.  Heróín 

er talið eitt af verstu fíkniefnunum í heiminum í dag og getur reynst mjög erfitt að 

yfirvinna heróínfíkn (Goodman o.fl., 2006).  

1.5.6 Misnotkun Íslandi 
Frá árinu 1995 hefur fíkn í ópíóíða vaxið frekar hratt á Íslandi og er ein ástæða þess 

talin vera aukin ávísun sterkra verkjalyfja utan sjúkrahúsa og lausasala á kódíni sem var 

um tíma leyfð hér á landi (SÁÁ, 2007). Frá þeim tíma hafa ópíumfíklar leitað í vaxandi 

mæli aðstoðar hjá Samtökum áhugfólks um áfengis- og vímuefnavandann (SÁÁ), fyrst 

og fremst vegna morfín- og kódínfíknar en á hverju ári eru fáeinir einstaklingar sem 

leita sér meðferðar vegna heróínfíknar. Af þeim 201 sprautufíklum sem leituðu sér 

meðferðar árið 2005 vegna neyslu sinnar höfðu 83 sprautað sig með ópíóíðum. Þar af 

voru 15 einstaklingar sem höfðu sprautað sig með heróíni, flestir nokkrum sinnum en 4 

sprautuðu sig daglega. Árið 2006 höfðu 28 einstaklingar sprautað sig með heróíni, þar 

af 5 daglega (SÁÁ, 2007). Tvö dauðsföll á Íslandi voru rakin til ofskömmtunar heróíns 

árið 2005 (Jakob Kristinsson, munnleg heimild, 6. apríl 2010). Þó svo að í dag séu 

amfetamín og kókaín þau efni sem sprautufíklar á Íslandi nota aðallega þá er það þekkt 

erlendis að eftir mikla notkun á örvandi efnum sækja fíklar í meira mæli í róandi efni og 

þá einkum í ópíóíða. Í þeim löndum þar sem heróín er í boði er það oftar en ekki fyrsta 

val fíklanna (SÁÁ, 2007). Heróín er ekki, svo vitað sé, orðið landlægt á Íslandi. Sem 
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dæmi gerði lögreglan upptæk alls um 21 grömm af heróíni yfir tímabilið 2003-2008 

samanborið við 116 kg af amfetamíni og 36 kg af kókaíni (Ríkislögreglustjórinn, 2008). 

Engu að síður, ef miðað er við þróun sprautufíknar síðustu ár, er talin mikil hætta á að 

svo verði innan skamms og því mikilvægt að vera á varðbergi (SÁÁ, 2007).   

1.6 Mæliaðferðir  

1.6.1 Hvaða efni er heppilegt að mæla? 
Ef grunur leikur á heróínmisnotkun er reynt að staðfesta það með því að leita að efninu í 

lífsýni frá viðkomandi. Það getur hins vegar verið vandkvæðum bundið að greina heróín 

í lífsýnum sökum þess hve hratt efnið  brotnar niður í líkamanum. Þó svo að morfín 

finnist í miklu magni í þvagi heróínfíkla telst það ekki sönnum um heróínnotkun. Fræ 

ópíumvalmúans, birkifræ, innihalda einungis lítið magn af ópíum alkalóíðum en það er 

þó þekkt að neysla  þeirra hafi gefið falskt jákvæðar niðurstöður úr prófunum (Garrido 

o.fl., 2004). Sú leið hefur því verið farin að mæla umbrotsefni þess, 6-MAM.  6-MAM 

er talið öruggasta efnið til að staðfesta heróínnotkun þar sem það hefur eingöngu verið 

greint í heróínneytendum og finnst hvorki í löglegum lyfjasamsetningum ópíóíða né í 

birkifræum. 6-MAM myndast ýmist sem óhreinindi við heróínframleiðslu eða við 

niðurbrot í líkamanum eins og kom fram í kafla 14.1 (Lewis, Johnson og Hattrup, 

2005).  6-MAM er stöðugra í líkamanum heldur en heróín og skilst að hluta til óbreytt 

út með þvagi en efnið er samt sem áður mjög viðkvæmt fyrir hýdrólýsu og finnst 

einungis í mjög litlu magni í blóði og þvagi.  Styrkur 6-MAM er eingöngu brot af styrk 

morfíns í þvagi heróínfíkils (O'Neal og  Poklis, 1998). Helmingunartími 6-MAM eftir 

inndælingu er um 38-45 mínútur  og því þarf mjög næma aðferð til að greina það 

(Capella-PeirÛ o.fl., 2005).  Tilraunir hafa einnig verið gerðar með mælingar á 

asetýlkódíni sem staðfesting á heróínneyslu.  Asetýlkódín er aukaafurð sem finnst oft í 

ólöglegu heróíni, en það myndast við asetýleringu á alkahólhóp í stöðu 6 á kódíni. 

Mæling á því hefur hins vegar ekki lofað góðu þar sem það finnst í mun minna magni 

en 6-MAM og er auk þess ekki til staðar í öllu ólöglegu heróíni. Því getur neikvætt sýni 

fyrir asetýlkódíni ekki afsannað heróínneyslu þó svo að jákvætt sýni geti staðfest 

notkunina. Asetýlkódín er hins vegar talið henta vel til að greina á milli neyslu á löglegu 

og ólöglegu heróíni hjá einstaklingum í heróín-viðhaldsmeðferðum (e. Heroin 

Maintenance Program) (O'Neal og  Poklis, 1998).   
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1.6.2 Eðlis- og efnafræðilegir eiginleikar 6-MAM 
6-MAM er meðalstór sameind með mólmassann 327 g/mól. Sameindin innheldur einn 

asetýl hóp í stöðu 6 og skautaðan fenól hóp í stöðu 3. Í stöðu 17 er þrígildur amínóhópur 

og milli kolefna 4 og 5 er súrefnisbrú. 6-MAM er meira skautað en heróín en minna 

skautað en morfín og kemst nokkuð auðveldlega yfir fitusæknar himnur og BBB. 6-

MAM hefur pKa gildin 7,96 og 9,46 (Maquille, Guillarme, Rudaz og Veuthey, 2009) og 

getur bæði haft neikvæða og jákvæða hleðslu líkt og morfín. Samokuð tvítengi í 

arómatíska hluta sameindarinnar hafa þau áhrif að efnið gleypir á útfjólubláa sviðinu en 

hámarksgleypni þess er við bylgjulengdina 287 nm (Clarke, Moffat, Osselton og 

Widdop, 2004). Arómatíski hlutinn getur einnig gefið frá sér flúrljómun sé sameindin 

örvuð við rétta bylgjulengd. Sýrustig skiptir þar einnig máli en þegar fenól hópurinn er 

jónaður getur hann ekki flúrljómað og því mega aðstæður ekki vera mjög basískar 

(Skoog, Holler og Nieman, 1998; Watson, 2005). 
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1.6.3 Birtar mæliaðferðir 
Í töflu 1-3 má sjá dæmi um nokkrar mæliaðferðir sem hafa verið birtar um mælingar á 

6-MAM.  Oftar en ekki eru aðferðirnar miðaðar við að mæld séu fleiri en eitt efni, oft 

nokkrar tegundir ópíóíða eða jafnvel ópíóíðar ásamt öðrum óskyldum fíkniefnum. 

Tafla 1-3. Dæmi um birtar mæliaðferðir fyrir 6-MAM  
Efni Lífsýni Úrhlutun Afleiðuefni Tæki/ 

nemi 
LOD 

(ng/mL) 
Heimild 

H, M, 
6MAM 

Blóð, 
plasma, 

munnvatn, 
þvag 

SPE MBTFA GC/MS 1 (Goldberger o.fl., 1993) 

H, M, 
6MAM 

Munnvatn, 
plasma, 
þvag, hár 

SPE BSTFA/ 
TMCS 

GC/MS 1 (Wang, Darwin og Cone, 1994) 

M, K, 
6MAM 

Blóð, 
plasma 

SPE PAA GC/MS <5 (Geier, Bergemann og 
vonMeyer, 1996) 

M, K, 
6MAM 

Þvag SPE PAA GC/MS 50 (Galloway, Ashford, Marsh, 
Holden og Forrest, 1998) 

M,K, 
6MAM 

Munnvatn Vökva/ 
vökva 

BSTFA/ 
TMCS 

GC/MS 0,6 (Campora, Bermejo, Tabernero 
og Fernandez, 2006) 

M, K, 
6MAM 

Þvag Vökva/ 
vökva 

PFPA/ 
PFPOH 

GC/MS 50 (Saito, Mase, Takeichi og 
Inokuchi, 2007) 

H, M, 
K, 

6MAM 

Sviti SPE BSTFA/ 
TMCS 

GC/MS 2,5ng/ 
plástur 

(Brunet, Barnes, Scheidweiler, 
Mura og Huestis, 2008) 

6MAM Þvag SPE Kalíum 
hexacýanó-
ferrat (III) 

HLPC/ 
FLD 

1 (Derks, Vantwillert, 
Pereboomdefauw, Zomer og 

Loeber, 1986) 

H, M, 
K, 

6MAM 

Þvag SPE - HPLC/ 
UV 

<7 (Low og  Taylor, 1995) 

H, M, 
K, 

6MAM 

Plasma SPE - 
 

HPLC/  
DAD 

25 
(LOQ) 

(D. Bourquin, Lehmann, 
Hammig, Buhrer og 
Brenneisen, 1997) 

H, M, 
K, 

6MAM 

Plasma SPE - HPLC/  
DAD 

10 
(LOQ) 

(Daniel Bourquin, Bundeli, 
Lehmann og Brenneisen, 1999) 

H, M, 
K, 

6MAM 

Þvag SPE - HPLC/  
MS 

0,5 (Katagi, Nishikawa, Tatsuno, 
Miki og Tsuchihashi, 2001) 

M, K, 
6MAM 

Plasma SPE - HPLC/  
DAD 

30 (Fernandez, Morales, Vazquez, 
Bermejo og Tabernero, 2006) 

H, M, 
K, 

6MAM 

Blóð, þvag Vökva 
/vökva 

- LC/ 
MS/MS 

2 (Gergov, Nokua, Vuori og 
Qjanpera, 2009) 

M, 
6MAM 

Þvag SPE Anilín/NaNO2 CE/ 
FLD 

0,5 (A. Alnajjar, 2008) 

Efni: H: Heróín, M: Morfín, K: Kódín, 6MAM: 6-mónóasteýl morfín. *Fleiri efni einnig mæld samtímis. Úrhlutun: 
SPE: Súluskilja (e. Solid Phase Extraction) Afleiðuefni: MBTFA: N-metýl-bis-tríflúorasetamíð, BSTFA: N-O-
Bis(trímetýlsilýl)-tríflúorasetamíð, TMCS: Trímetýlklórósílan, PAA: Própansýruanhýdríð, PFPA: Pentaflúorprópan 
anhýdríð, PFPOH: Pentaflúor-1-própanól.  Tæki: GC: Gasgreinir, HPLC/LC: Vökvagreinir, CE: Capillary 
electrophoresis.  Nemi: MS: massaskynjari, UV/DAD: UV eða DAD skynjari, FLD: flúrljómunarskynjari. 
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Eins og sést í töflu 1-3 hafa flestar aðferðirnar verið þróaðar á annað hvort gasgreini 

tengdum við massagreini (e. Gas chromatography mass spectrometry, GC/MS) eða 

háþrýstivökvagreinum (e. High performance liquid chromatography, HPLC) tengdum 

við ljósmæla. Algengast er að nota ljósmæla sem nema útfjólubláa gleypni efna 

(Ultraviolet spectroscopy, UV og DAD) eða skynjara sem mæla flúrljómun efna 

(fluorescence detector, FLD).  Aðrar aðferðir sem hafa og eru notaðir eru 

hárpípurafdráttur (e. capillary electrophoresis, CE) og vökvagreinar tengdir við 

massagreina, (LC-MS og LC-MS/MS).   Á Rannsóknarstofu í lyfja- og eiturefnafræði 

(RLE) eru til staðar GC/MS, HPLC-DAD og HPLC-FLD. 

 

1.6.4  Sýnaundirbúningur og úrhlutun 
Við lyfjamælingar og mælingar á öðrum efnum í lífsýnum skiptir sýnaundirbúningurinn 

verulega miklu máli. Sýnaundirbúningur getur oft verið bæði tímafrekur og erfiður og 

er talað að hann taki um 80% af heildartíma efnagreiningarinnar (Novakova og  

Vlckova, 2009). Hvernig sýnaundirbúningurinn er framkvæmdur hefur áhrif á allt sem 

gerist á eftir og því er verulega mikilvægt að hann sé rétt útfærður. Þegar leitað er að 

lyfjum í lífsýnum eru þau oftast í mjög lágum styrk og því þarf venjulega að 

framkvæma úrhlutun. Úrhlutunin er framkvæmd bæði til þess að auka styrk efnis í 

sýninu og til þess að losna við innræn efni sem truflað geta mælingarnar. Í aðferðunum 

sem listaðar eru upp í töflu 1-3 er bæði notuð vökva-vökva úrhlutun (e. liquid-liquid 

extraction, LLE) og fastfasa súluskiljun (e. solid phase extraction, SPE). LLE var ein af 

fyrstu aðferðunum sem þróuð var til sýnaundirbúnings og er hún töluvert notuð enn í 

dag.  Aðferðin byggir á flutningi efnisins sem á að mæla úr vatnsfasa yfir í 

óblandanlegan leysi. Flutningurinn er háður dreifistuðli efnisins (Ko/w) en stuðullinn 

lýsir dreifingu efnis á milli vatns- og oktanól fasa. Við LLE skiptir val á leysi og 

sýrustig vatnsfasa því miklu máli auk fleiri þátta. Gallinn við LLE er hins vegar sú að 

aðferðin krefst mikils magns lífrænna leysa sem getur gert hana bæði dýra og 

óumhverfisvæna. Aðferðin á auk þess til að vera tímafrek og hún hentar ekki vel fyrir 

vatnssækin efnasambön, einnig er hætta á að það myndist fleytur (e. emulsion) við 

úrhlutunina en fleytumyndun haft áhrif á heimtur efnisins (Cusack og  Fremeaux, 1991; 

Novakova og  Vlckova, 2009). SPE úrhlutun er tiltölulega einföld aðferð sem felur í sér 

notkun á súlu sem fyllt er með aðsogandi efni, stöðufasa, eins og til dæmis kísil eða 
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öfugfasa kísil. Stöðufasinn þarf að geta sogað til sín efnið sem verið er að úrhluta úr 

vökvanum og eiginleikar hans skipta því miklu máli í SPE. Óæskileg efni eru síðan 

þvegin af súlunni með vökvum sem ekki leysa efnið sem verið er að úrhluta af súlunni 

og að lokum er efnið losað af súlunni með hentugum leysi. Notkun SPE úrhlutunar 

hefur aukist mikið við hreinsun á lífsýnum. Kostir SPE fram yfir LLE er meðal annars 

að meira úrval er í vali á leysum, það myndast ekki fleytur, það þarf einungis lítið magn 

af leysum auk þess sem SPE getur verið fljótlegri. Margar rannsóknarstofur í dag eru 

komnar með sjálfvirkan SPE búnað sem geta úrhlutuð allt að hundrað sýni í einu. 

Yfirleitt er mælt með því að notaður sé innri staðall þegar verið er að úrhluta með SPE 

ef ske kynni að hluti að efninu festist varanlega á súlunni (Watson, 2005). SPE er mest 

notaða úrhlutunaraðferðin við hefðbundnar mælingar á lífsýnum í dag (Novakova og  

Vlckova, 2009).  Í tólf af fimmtán aðferðum í töflu 1-3 er notuð SPE.  Bourquin o.fl. 

(1997) þróuð aðferð þar sem þeir úrhlutuðu 6-MAM og morfín úr blóðvökva með 

handvirkri SPE úrhlutun. Með aðferðinni náðu þeir að magngreina efnin í styrknum 25 

ng/mL. Aðferðina þróuðu þeir svo áfram og skiptu yfir í sjálvirkan SPE búnað sem 

færði þeim aukið næmi en magngreiningarmörkin fyrir 6-MAM og morfín fóru niður í 

10 ng/mL (Daniel Bourquin o.fl., 1999). Fernandes o.fl. (1996) greina frá því í rannsókn 

sinni að notkun SPE hafi gefið þeim hreinni extrökt ásamt betri heimtum.  

Endurtakanleikinn var einnig betri ásamt því að þeir spöruðu mikið efni og mikinn 

leysi. Á RLE er ekki til staðar sjálfvirkur SPE búnaður og þar er venjan að nota LLE 

nema þess sé ekki kostur.  

1.6.5 Skiljunaraðferðir 
Skiljunaraðferðir (e. chromatography) gerir rannsóknarmönnum kleift að skilja að 

náskyld efni í blöndu. Skiljunaraðferðir byggja á því að efni eru flutt áfram með 

ferðafasa (e. mobile phase) sem getur ýmist verið vökvi eða gas. Ferðafasanum er síðan 

þröngvað í gegnum óblandanlegan stöðufasa (e. stationary phase) sem er ýmist fastur 

inn á súlu eða á öðru föstu yfirborði. Sé stöðufasinn fastur inn á súlu er talað um 

súluskiljun (e. column chromatography). Fasarnir tveir eru valdir með það í huga að 

efnin sem á að aðgreina dreifist mismunandi á milli ferðafasa og stöðufasa. Efni sem 

dreifast mikið yfir í stöðufasann ferðast hægt í gegnum súluna en þau sem hafa meiri 

tilhneigingu til að halda sig í ferðafasanum ferðast hraðar í gegn. Þessi munur á 

flæðihraða efna í gegnum súluna gerir það að verkum að hægt er að skilja þau í sundur. 
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Súluskiljun er síðan flokkuð eftir því af hvaða gerð ferðafasinn er. Súluskiljun þar sem 

ferðafasinn er vökvi kallast vökvaskiljun (High performance liquid chromatography, 

HPLC) og þar sem hann er á gasfasa kallast gasgreining (e. Gas chromatography) 

(Skoog o.fl., 1998). Þessa flokkun er svo hægt að flokka niður í mismunandi tegundir en 

hér verður ekki farið nánar í það.   

1.6.6 Gasgreining 
Við gasgreiningu er efninu sem á að greina komið yfir á gasform áður en því er sprautað 

inn á súlu. Efnið er síðan flutt áfram í gegnum súluna af ferðafasa á gasformi. Eina 

hlutverk ferðafasans í gasgreiningu er að flytja efnið áfram á súlunni, ferðafasinn hefur 

að öðru leyti ekki áhrif á það. Mikilvægt er að gasið sem notað er sé óvirkt (e. inert) en 

algengustu gastegundirnar eru helíum, köfnunarefni og vetni (Skoog o.fl., 1998).  Þættir 

sem helst hafa áhrif á aðgreiningu efna í gasgreini eru ferðafasi, tegund og þykkt 

stöðufasa, súluhitastig, lengd og innra þvermál súlu. Eftir því sem súluhitinn er meiri 

því verri er aðgreining efnanna þar sem víxlverkun við stöðufasann minnkar. 

Aðgreining eykst eftir því sem súlan er lengri, þannig er hægt að auka aðgreiningu efna 

með því skipta yfir í lengri súlu. Eftir því sem stöðufasinn er þykkari því meira tefur 

hann efnin sem fara í gegnum súluna. Það er hægt að nýta sér til dæmis þegar verið er 

að greina mjög rokgjörn efni sem annars myndu ferðast mjög hratt í gegnum súluna.  

Almennt gildir að því minna sem innra þvermál súlunnar er því betri er aðgreiningin 

(Watson, 2005).   

1.6.6.1 Súlur og skynjarar 

Stöðufasinn á GC súlu er látinn aðsogast á fast yfirborð súlunnar. Til eru bæði pakkaðar 

súlur (e. packed columns) og mjósúlur (e. capillary columns).  Mjósúlurnar hafa minna 

innri þvermál og eru lengri en þær pökkuðu og eru almennt skilvirkari.  Dæmi um  

skynjara sem notaðir eru fyrir gasgreina eru logaskynjarar (e. Flame Ionization 

Detectors, FID), varmaleiðniskynjarar (e. Thermal Conductivity Detectors, TCD), 

elektrónufangari (e. Electron-Capture detectors, ECD) og massaskynjari (e. Mass 

spectrometer, MS). Massaskynjari er sá nemi sem mest hefur verið notaður við mælingu 

ópíóíða með gasgreini. Massaskynjara er hægt að tengja beint við gasgreininn þannig að 

efnin fara beint inn í skynjarann þegar þau koma útaf súlunni.  Niðurstöður úr GC/MS 

eru tvennskonar, annars vegar er hægt að fá hefðbundinn greiningarferil (e. 
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chromatogram) þar sem heildar jón straumur (e. total ion current) er gefinn upp sem fall 

af tíma og hins vegar er hægt að fá massaróf (e. mass spectrum) af hverjum topp fyrir 

sig á greiningarferlinum þar sem heildar jón straumur er gefinn upp sem fall af 

massa/hleðslu hlutfalli (m/z) jónanna (Skoog o.fl., 1998).   

1.6.6.2 Afleiðumyndun fyrir GC/MS 

Til þess að efni henti til gasgreiningar þurfa  þau að vera nægilega rokgjörn svo að hægt 

sé að koma þeim yfir á gasform án þess að það þurfi að hækka hitann of mikið.  

Tilgangurinn með afleiðumyndun er því oftast að gera skautuð efni rokgjarnari svo það 

fáist betri og skarpari toppar (Watson, 2005). Dæmi um efni sem nauðsynlegt er að 

afleiðumynda eru lífrænar sýrur, amíð, efni sem innihalda marga hýdroxýlhópa og 

amínósýrur (Blau og  King, 1978).  Ópíóíðar eins og morfín og 6-MAM innihalda 

hýdroxýlhópa, morfín tvo og 6-MAM einn, en slíkur hópur dregur úr rokgirni þeirra.  

Eins og sést í töflu 1-3 er afleiðumyndun ávallt beitt í þeim tilfellum þar sem GC er 

notað til að greina ópíóíða.  

N-metýl-bis-tríflúorasetamíð (MBTFA), sjá mynd 1-7,  

er afleiðuefni sem tríflúoróasetýlerar eingilda og tvígilda 

amínóhópa, hýdroxýlhópa og þíólhópa við mildar 

aðstæður.  Helsta aukaefnið sem myndast er bæði 

stöðugt og rokgjarnt og hefur ekki áhrif á gasgreininguna 

og þarf því ekki að inngufa burt afgangs afleiðuefni 

(Thermo Fisher Scientific Inc, 2010b).  Golberger o.fl. (1993) nota þetta efni til að 

asetýlera 6-MAM. Þeir byrja á að úrhluta efnið úr lífsýnum með SPE, lífrænn leysir er 

síðan inngufaður að fullu og 40 µL af MBTFA bætt út í leifina og leyft að hvarfast við 

60°C í 30 mínútur áður en sýninu er sprautað inn á GC.  

N-O-bis-(trímetýlsilýl)-tríflúorasetamíð (BSTFA), sjá 

mynd 1-8,  er afleiðuefni sem hvarfast við fjöldann allan 

af skautuðum lífrænum efnasamböndum.  BSTFA skiptir 

út vetnisatómi fyrir trímetýlsilýl hóp (Si(CH3)3). Það að 

skipta út vetnisatóminu dregur úr skautun efnisins og 

minnkar vetnistengingu. Silýleruð afleiða er því bæði 

Mynd 1-7. N-metýl-bis-
tríflúorasetamíð. 

Mynd 1-8. N-O-Bis(trímetýlsilýl)-
tríflúorasetamíð 
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rokgjarnari og varmafræðilega stöðugri en upphafsefnið en er þó viðkvæmara fyrir 

hýdrólýsu. BSTFA og aukaafurðir þess eru tiltölulega rokgjarnar og hafa ekki mikil á 

áhrif á gasgreiningu efnisins, því þarf ekki að inngufa afgangs afleiðuefni burt áður en 

sýninu er sprautað inn á GC (Thermo Fisher Scientific Inc, 2010a). Í þremur aðferðum 

sem lýst er töflu í 1-3 er notuð blanda af BSTFA og trímetýlklórósílan (TMCS) til 

afleiðumyndunar en þar gegnir TMCS hlutverki efnahvata. Wang o.fl. (1993) 

einangruðu kókaín, heróín og niðurbrotsefni þeirra úr lífsýnum með SPE og 

magngreindu með GC/MS eftir afleiðumyndun með BSTFA og 1% TMCS.  Campora 

o.fl. (2006) notuðu sömu efni til að mynda trímetýlsilýlafleiður af kódíni, morfíni og 6-

MAM eftir LLE úr munnvatnssýni. Brunet o.fl. (2008) úrhlutuðu með SPE meþadón, 

heróín, kókaín og niðurbrotsefni þeirra úr svita og mynduðu fleygar afleiður með 

BSTFA/TMCS. Almennt fór afleiðumyndunin þannig fram að eftir úrhlutun var lífræni 

leysirinn inngufaður að fullu. Leifin var leyst upp í BSTFA/TMCS og hvarfblandan 

hituð við 60°C í 20 mínútur. Lausninni var síðan sprautað beint inn á GC, ekki gerðist 

þörf á að inngufa hvarfefnið burt áður. Næmi þessara þriggja aðferða var mjög gott 

(Brunet o.fl., 2008; Campora o.fl., 2006; Wang o.fl., 1994). 

Própansýruanhýdríð (PAA), sjá mynd 1-9,  og 

pentaflúorprópansýruanhýdríð (PFPA) eru 

asýlerandi afleiðuefni sem asýlera meðal annars 

amínóhópa og alkahólhópa. PAA og PFPA 

hvarfast við efni sem innihalda virk vetnisatóm 

eins og NH-, OH- og SH- og mynda amíð, estera og þíóestera. Við það eykst rokgirni 

skautaðra efna auk þess að efnin verða hitastöðugri. Asýlering er vinsæl aðferð þegar 

kemur að því að útbúa rokgjarnar afleiður en nauðsynlegt er þó að inngufa hvarfefnið 

burt áður en sýninu er sprautað inn á GC. Geier o.fl. (1996) og Gallow o.fl. (1998) 

útbúa afleiður með PAA. Geier og félagar úrhluta morfín, kódín, díhýdrókódín og 6-

MAM úr blóði með SPE, inngufa lífræna leysinn frá og bæta PAA við leifina og láta 

hvarfast í 45 mínútur við 100°C. Afgangs afleiðuefni er svo inngufað burt og leifin leyst 

upp í etýlasetati áður en henni er sprautað inn á GC. Gallow og félagar nota svipaða 

aðferð, þeir úrhluta morfín, kódín og 6-MAM úr þvagi með SPE, inngufa og bæta síðan 

pyridíni og PAA við leifina, hita við 75°C í 30 mín, inngufa afleiðuefni frá og leysa 

leifina upp í bútýlasetati áður en sprautað er inn á GC. Saito o.fl. (2007) úrhlutuðu með 

Mynd 1-9.  Própíonsýru anhýdríð (PAA). 
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LLE efedrín, amfetamín, kókaín og niðurbrotsefni þess og ópíóíðana morfín, kódín, 6-

MAM og díhýdrókódín úr þvagi. Efnin voru síðan öll greind samtímis með GC/MS eftir 

afleiðumyndun með PFPA og Pentaflúor-1-própanól (PFPOH) sem hvata. 

Afleiðumyndunin fór fram við 70°C í 40 mínútur, afleiðuefnið var síðan inngufað burt 

og leifin leyst upp í etýlasetati áður en sýni var sprautað inn á GC. Aðferðin sem notuð 

er á RLE til að greina ópíóíða í lífsýnum felur í sér afleiðumyndun með Ac2O og svo 

greiningu með GC/MS.  Þegar þessari aðferð er beitt umbreytist allt morfín og 6-MAM 

í sýninu í díasetýlmorfín og þar af leiðandi er ekki hægt að greina á milli morfíns og 6-

MAM.  Afleiðuefnið PAA er til á rannsóknarstofu RLE og því var tekin ákvörðun um 

að þróa aðferð þar sem notuð væri vökva-vökva úrhlutun og síðan afleiðumyndun með 

PAA í stað Ac2O og greina svo með aðstoð GC/MS.  

1.6.7 Vökvagreining 
Í vökvagreiningu er ferðafasa á vökvaformi dælt áfram undir þrýstingi, eftir stálsúlu 

sem húðuð er að innan með ýmist skautuðum eða óskautuðum stöðufasa. Aðgreining 

efnanna byggir svo á mismunandi dreifingu þeirra á milli stöðufasa og ferðafasa. 

Algengastu skynjararnir í HPLC tækjum eru ljósskynjarar. Það krefst þess að efnin sem 

verið er að mæla gleypi ljós á útfjólubláu sviði eða flúrljómi en afleiðumyndun er oft 

nauðsynleg fyrir þau efni sem skortir lithópa (e. chromophore). Það er nauðsynlegt að 

úrhluta efnin úr lífsýnum eða öðrum sýnum áður en hægt er að mæla þau með HPLC. 

Við vökvagreiningu þarf mikið magn af lífrænum leysum til að ferðast með efnin eftir 

súlunum, það getur verið bæði kostnaðarsamt og óumhverfisvænt (Watson, 2005).   

1.6.7.1 Súlur  

Hægt er að flokka HPLC súlur gróflega í tvo flokka. Venjulegar súlur (e. normal phase 

columns) og öfugfasa súlur (e. reversed phase columns). Venjulegar súlur innihalda 

skautaðan stöðufasa úr kísilgeli (e. silica gel). Aðgreiningin byggir á því að skautaðir 

hópar á sameindum mynda vetnistengi við skautaða hýdroxýlhópa á kísilgelinu. Þannig 

ferðast skautuð efni hægar í gegnum venjulega súlu en óskautuð efni. Öfugfasa súla 

inniheldur óskautaðan stöðufasa. Oftast kísilgel þar sem búið er að hengja fitusæknar 

kolefniskeðjur á skautuða hýdroxýl hópana gelsins. Kolefniskeðjurnar geta verið af 

mismunandi lengd, en algengst er að þær innihald 18,  eða 8 kolefni og kallast þær þá 

ýmist oktadesýl sílan (C18) súlur eða  oktýl sílan (C8) súlur. Efni sem eru óskautuð 
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mynda van der Wals tengingu við fitusæknu keðjurnar á leiðinni í gegnum súluna og 

ferðast þannig hægar í gegn en skautuðu efnin. Aðrir þættir sem hafa áhrif á afkastagetu 

HPLC súlna er lengd þeirra, innra þvermál og kornastærð. Því lengri sem súlan er því 

meiri upplausn fæst á greiningarferilinn en á móti kemur að rástíma efnanna eykst, betri 

aðgreining efna fæst eftir því sem kornastærð er minni og því minni sem innra þvermál 

súlunnar er því skarpari toppar komar fram á litrinu (Skoog o.fl., 1998; Watson, 2005).  

1.6.7.2 Ferðafasi 

Ferðafasinn skiptir einnig miklu máli en þar gildir lögmálið ,,líkur leysir líkan”.   

Skautaður ferðafasi flytur skautuð efni hratt af venjulegum súlum og óskautaður 

ferðafasi flytur þau hægt í gegnum súluna. Þegar um öfugfasa súlu er að ræða gildir að 

óskautaður ferðafasi flytur óskautuð efni hratt í gegnum súluna en skautaður ferðafasi 

hægt (Watson, 2005). Sýrustig ferðafasans getur haft áhrif á hraða jónanlegra efna í 

gegnum súlu. Mörg lyf eru annað hvort veikar sýrur eða veikir basar og því er oft hægt 

að hafa áhrif á rástíma þeirra með því að breyta sýrustigi ferðafasans. Jónuð efni leita 

meira í skautaðan fasa en ójónuð og öfugt og hægt er að nýta sér það við val á 

samsetningu ferðafasa. Það má því ef til vill segja að samspil á milli súlu og ferðafasa 

sé lykilatriði við þróun HPLC aðferða (Skoog o.fl., 1998; Watson, 2005). 

1.6.7.3 Afleiðumyndun 

Í sumum tilfellum er nauðsynlegt að mynda afleiður af efnunum sem á að mæla. 

Ástæðurnar geta verið mismunandi, til dæmis að minnka skautun efnis svo hægt sé að 

nota öfugfasa súlu í stað venjulegrar súlu eða til að auka næmi eða sértækni aðferðar 

(Skoog o.fl., 1998).  Einnig getur þurft að mynda afleiður af efnum sem skortir lithópa 

eins og var nefnt hér á undan. Í HPLC aðferðunum sem eru nefndar í töflu 1-3 sést að 

ekki gerist þörf á afleiðumyndun þegar UV- eða DAD  skynjarar eru notaðir til að mæla 

ópíóíða eins og morfín og 6-MAM.  Þegar FLD skynjarar eru notaðir þarf hins vegar að 

mynda flúrljómandi afleiður þar sem ópíóíðarnir hafa ekki nægilega sterka flúrljómun 

einir og sér.  

1.6.7.4 HPLC-DAD/UV 

Low og Taylor (1995) mældu heróín, 6-MAM, kódín, phólkódín, díhýdrókódín og 

morfín með venjulegri kísilgel súlu, 20 cm að lengd, 2 mm innra þvermál og 

kornastærðina 3 µm, með HPLC-UV. Ferðafasinn var blanda af díklórmetani (DCM),  
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díetýlamíni og metanóli. Þeir smíðuðu engar afleiður heldur nýttu sér náttúrulega 

ljósgleypni efnanna við mælingarnar. Fernandez o.fl. (2006) mældu samtímis morfín, 

kódín, 6-MAM, kókaín og meþadón og niðurbrotsefni eftir úrhlutun efnanna úr 

blóðvökva. Þeir notuðu HPLC-DAD og C8 súlu,  25 cm að lengd, með 4,6 mm innra 

þvermál og 5 µm kornastærð. Ferðafasinn var asetonítríl (e. acetonitrile, ACN) og fosfat 

stuðpúða með pH 6,53.   

1.6.7.5 HPLC-FLD 

Derks o.fl. (1985) þróuðu aðferð til að mæla 6-MAM í þvagi hjá einstaklingum sem 

grunaðir voru um misnotkun á heróín. Aðferðin byggir á SPE úrhlutun, afleiðumyndun 

og HPLC-FLD.  Notuð var venjuleg 15 cm kísilgelsúla og basískur ferðafasi. 

Afleiðumyndunin var byggð á aðferð Takemori (1968) þar sem morfíni er breytt í 

flúrljómandi dímer með hjálp oxara (e. oxidant),  nema hér var aðferðinni beitt til að 

mynda flúrljómandi dímer af 6-MAM. Eftir úrhlutun var leifin leyst upp í saltsýru, 

stuðpúða (pH 8,5) bætt út í og síðan kalíum hexancýanóferrati (III) og leyft að hvarfast í 

2 mínútur áður en hvarfið var stöðvað með saltstýru og ACN.  Lausninni var síðan 

sprautað inn á HPLC-FLD. Örvunarbylgjulengdin var 320 nm og 

ljómunarbylgjulengdin 436 nm. Með þessari aðferð náðu þeir greiningamörkum (e. 

limit of detection, LOD) niður í 6 ng/mL.  Þeir þróa síðan sömu aðferð á öfugfasa súlu 

en þannig reynist hún mun næmari og fer LOD niður í 1 ng/mL. Einnig bæta þeir við 

sjálfvirkum afleiðumyndunarbúnaði sem jók bæði endurtakanleika (e. reproducibility) 

og skilvirkni (e. efficiency) aðferðarinnar. Höfundar telja þó að með þessum breytingum 

aukist ekki líkur á því að finna 6-MAM í sýnunum (Derks o.fl., 1986).  Næmi og 

sértækni aðferða sem nota FLD getur verið mjög mikil og í tilfellum þar sem efni 

finnast í mjög lágum styrk eins og 6-MAM getur HPLC-FLD verið spennandi kostur. 

HPLC-FLD er til staðar á RLE og því spennandi að nýta þá tækni til greiningar á 6-

MAM. 

1.6.7.6 HPLC-MS 

Katagi o.fl. (2001) nota vökvagreini tengdum massagreini til að þróa einfalda, fljótlega 

og næma aðferð til að mæla niðurbrotsefni heróíns í þvagi. Þar var ekki notuð 

hefðbundin úrhlutun heldur notuð súluskipta aðferð (e. column switching technique) þar 

sem þvagsýni er sprautað inn á HPLC og sýnið fer fyrst í gegnum súlu sem sér um að 
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losa sýnið við óæskileg efni og svo tekur við hefðbundin aðgreiningarsúla. Súlan sem sá 

um að hreinsa sýnið var sterk katjónaskipta súla (e. strong cation-exchange column-

SCX). Aðgreiningarsúlan var einnig SCX súla, 15 cm á lengd, innra þvermál 1,5 mm og 

kornastærð var 5 µm. Ferðafasinn var blanda af 10 mM ammóníum asetati (pH 6) og 

ACN. Massagreinirinn var keyrður bæði á skimun og SIM (e. selected ion monitoring) 

aðferðum. Skimun skilaði næmi upp á 10 ng/mL fyrir 6-MAM en með SIM aðferðinni 

jókst næmið í 0,5 ng/mL. Gergov o.fl. (2009) skima eftir og magngreina 25 ópíóíða í 

blóði og þvagi með HPLC-MS/MS. Efnin voru úrhlutuð með bútýl asetati við pH 7 og 

aðskilin á HPLC með C18 öfugfasasúlu og ferðafasanum ACN og ammóníum asetati 

(pH 3,2), keyrðum á stigli (e. gradient).  LOD fyrir 6-MAM var 2 ng/mL með þessari 

aðferð. Eins og sést eru LC/MS aðferðir næmar aðferðir og krefjast ekki 

afleiðumyndunar fyrir ópíóíðana og eru því spennandi kostur. Vökvagreinir tengdur við 

massagreini er enn sem komið er ekki til staðar á RLE.  

1.6.8 Mjósúlurafdráttur  
Mjósúlurafdráttur er frekar nýleg efnagreiningatækni þar sem mjósúla er fyllt með 

stuðpúða, súlan er um 40-100 cm löng og með innra þvermál um 10-100 µm. Súlan 

liggur á milli tveggja stuðpúða kerfa sem einnig innihelda platínurafskaut. Sýninu er 

komið fyrir á öðrum enda súlunnar og spenna er sett á rafskautin tvö sem skilur efnin 

að. Aðskilnaður á efnunum byggir á mismunandi hraða jóna efnanna í rafsviði og þessa 

aðferð er því eingöngu hægt nota fyrir efni sem eru jónanleg. Í grein frá árinu 2008 er 

sagt frá því þegar flúrljómandi azo-afleiður eru smíðaðar af morfíni og 6-MAM (A. O. 

Alnajjar og  El-Zaria, 2008). Í aðferðinni eru  myndaðar afleiður með díasóníum salti af 

anilín hýdróklóríði og morfíni og 6-MAM við lágt hitastig og basískar aðstæður. Efnin 

sýndu mikla flúrljómun og höfundar leggja til að afleiðurnar sé hægt að nýta til að 

greina ólöglega heróínneyslu. Alnajjar (2008) notar síðan azo-afleiðurnar til að greina 

6-MAM og morfín í þvagsýnum með CE/FLD.  Með aðferðinni náðu þeir næmi upp á 

0,5 ng/mL sem telst mjög mikið fyrir CE þar sem mjög lítið sýnamagn er notað í einu. 

Þar sem azo-afleiðurnar virðast hafa mikla og sterka flúrljómun væri spennandi að 

útbúa þær og mæla á HPLC-FLD en ekki er vitað til þess að afleiðurnar hafi verið 

mældar á vökvagreini áður.  
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2 MARKMIÐ 
 

Heróin umbrotnar á örskömmum tíma í umbrotsefnið 6-MAM sem síðan brotnar áfram 

niður í morfín. Sökum þessa niðurbrots getur því oft verið erfitt að greina heróínneyslu 

frá morfínneyslu. Mögulegt er þó að greina 6-MAM í þvagi sé ekki of langur tími liðinn 

frá neyslu. Með mjög næmum aðferðum má einnig greina efnið í blóði fyrstu tvær 

klukkustundirnar eftir neyslu.  

Aðalmarkmið verkefnisins er að þróa einfalda og næma mæliaðferð til að greina morfín 

og 6-MAM í þvagi samtímis. Ef næmi aðferðarinnar gefur tilefni til verður athugað 

hvort nota megi aðferðina til greiningar á þessum efnum í blóði. 

 

Undirmarkmið: 

• Nýleg rannsókn hefur leitt í ljós að morfín og 6-mónóasetýlmorfín mynda mjög 

flúrljómandi afleiður eftir hvörf við díasóterað anilín. Kanna á hvort nota megi 

þessar afleiður til greiningar á framangreindum efnum í þvagi og jafnvel í blóði.  
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3 EFNI OG TÆKI 

3.1 Efni  

Efni Gæði Framleiðandi Lotunúmer 

Ediksýruanhýdríð - Ridel-de-Haen 7046A 

4-dímetýlamínópyridín 99% Aldrich 11015M4-442 

Díklórmetan HPLC Sigma-Aldrich 7310S 

Morfín-HCl  Lyfjaverslun ríkisins  

Natríumsúlfat Pro-analysis Merck TA460449 

Ísóprópanól HPLC Sigma-Aldrich 9169S 

Natríumhýdroxíð  Merck  

Natríumhýdrógen 

karbónat 

Pro-analysis Merck K16289329 

Etanól Pro-analysis Merck K31128383 

Etýlasetat HPLC Sigma-Aldrich 8001S 

Sýklóhexan Pro-analysis Merck K28240166037 

Pyridín Pro-analysis Riedel-de Haen  

Natríum bíkarbónat GR Merck K16289329 

Natríumkarbónat GR Merck A829973 

Magnesíumsúlfati - E&A M-65 

Hýdroxýlamóníumklóríði  Merck 9606181 

Köfnunarefni  Ísaga/AGA  

Natríumsúlfat  Merck 6649 

Tríetýlamín For synthesis Merck S23992 

Anilín hýdróklóríð  Sigma 9084M 

Anilín súlfat  E&A A-775 

Klóróform HPLC Sigma 9084M 
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Própansýruanhýdríð >96%   

Natríum nítrít  E&A S347 

6-MAM staðall  Cerilliant FE021109-01 

Morfín-d3  Cerilliant FE052208-01 

Kódín-d3  Cerilliant FE102308-01 

Metanól HPLC Sigma-Aldrich 9462M 

Asetónítríl HPLC Sigma-Aldrich 86700 

  

3.2 Tæki 
Tæki Framleiðandi 

Vog Mettler Toledo AB135-S/FACT 

Mettler PM4600 

Inngufunartæki 
N-EVAP 

Organomation-Associates. Inc. 

HPLC Agilent 1200 Series, Agilent Technologies 

Sýrustigsmælir og 
segulhræra 

PHM-220 LAB pH meter.  Meterlab®. 
Radiometer analytical 

UV ljósmælir Beckman Life Science UV/VIS 
Spectrophotometer DU 530 

Skilvinda Beckman GPR Centrifuge 

Rótavapor Buchi 011.  Laboratoriums-Technic Ag.  Schweiz 

pH pappír Whatman Indicator Paper TC 03160 

Veltitæki  

Hitablokk Cole Parmer Multi-Block Heater 

Pípettur Finnpipette 5-40 µl 

Finnpipette 20-200 µl 

Finnpipette 250-1000 µl 

Eppendorf Multipipette Stream 1-5000 µl 

Hristari (e. Vortex) Breda Scientific 

Hljóðbað Julabo USR-3 

Bræðslumarksmælir Buchi melting point B-540. Buchi Switzerland 

Gasgreinir  Agilent 6890N 

Ferðafasi Helíum 5,6 

Massagreinir Fjórpóls massagreinir, Agilent 5973N 
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4 AÐFERÐIR  

4.1 Efnasmíði  

4.1.1 Sannkennslispróf 

Til sannkennslis á myndefnum voru notaðar eftirfarandi aðferðir:  

4.1.1.1 Gasgreinir tengdur við massagreini  

Efni leyst upp í ísóprópanóli, upplausninni komið fyrir í keyrsluglasi og sýni sprautað 

inn á GC/MS. Massagreinir ýmist stilltur á skimun (e.scan) eða SIM (e. Single Ion 

monitoring) aðferð. Aðstæður á GC voru eftirfarandi: 

Hiti á ofni: Upphafshitastig 100°C haldið í 30 sekúndur, hækkað um 40°C/mín upp í 

300°C, hækkað um 11°C/mín upp í 320°C og haldið í 3 mínútur.  

Keyrslutími: 10,32 mínútur.  

Súla: mjósúla frá Agilent. Óskautuð HP-5MS súla ((5%-fenýl)-metýlpólýsíloxan). 

Lengd: 25 m, innra þvermál 0,2 mm, filmuþykkt: 0,33µm.  

Ferðafasi: Helíum 

Flæðihraði: 1,0 ml á mínútu.  

Innsprautunarmagn: 1µL 

4.1.1.2 Þunnlagsskiljun (e. Thin layer Chromatography, TLC) 

2-10 µL blettir af efni og stöðlum settir á TLC plötu. Platan látin í snertingu við 

skriðvökva og vökvinn látinn skríða upp plötuna í 10 mínútur. Hér fyrir neðan má sjá 

hvaða skriðvökvi var notaður, gerð plötu og úðunarvökva. Plötur skoðaðar undir 

útfjólubláu ljósi við 254 og 350 nm. 

Plata:  HPTLC plata (10x10 cm kísilgel frá Merck).  

Skriðvökvi:  Skriðvökvi er blandaður rétt fyrir notkun.  125 µl af 25%  ammoníak lausn  

pípettað í 5 ml mælikolbu og fyllt að marki með 50:50 metanól/etýlasetat blöndu.  
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Úðunarvökvi - Joðplatína: 5 g af kalíumjoðíð leyst upp í afjónuðu vatni í 100 ml 

mælikolbu. 1ml af  10% lausn af hexaklóróplatínsýru blandað saman við og fyllt að 

marki með afjónuðu vatni. Margar þrígildar amínur, eins og til dæmis ópíóíðar, litast 

bláar, fjólubláar eða brúnar þegar platan er úðuð með joðplatínu. Fyrst þarf að úða 

plötuna með 2M brennisteinssýru áður en úðað er með joðplatínu.  

Rásgildi (Rf-gildi) efnanna var reiknað út útfrá eftirfarandi jöfnu: 

Rf gildi = vegalengd efnis/vegalengd skriðvökva 

 

4.1.2 Heróín 
Í upphafi var ákveðið að prófa aðferðina sem Klemenc (2008) lýsir þar sem hann notar 

AcO2 til að asetýlera morfín og efnahvatanan 4-DMAP. Efnahvarfið tók því ekki nema 

nokkrar mínútur en erfiðlega gekk að skilja heróínið sem myndaðist frá efnahvatanum 

eftir efnasmíðina og því var skipt yfir í aðra gamalkunna aðferð sem Garrido o.fl. 

(2004) lýsa. Þar er pyridín notað sem efnahvati í stað 4-DMAP og AcO2 í miklu 

yfirmagni. 

4.1.2.1 Asetýlering  

Byrjað var á því að vigta 324 mg (≈1 mmól) af morfín-HCl. Morfínið var leyst upp í 

blöndu sem samanstóð af 11 ml af pyridíni og 15 ml af AcO2 (≈160 mmól). Lausnin 

látin hvarfast í 24 klukkustundir á segulhræru. Efnahvarfið stöðvað með því að hella 

hvarfblöndunni yfir mulinn ís sem komið hafði verið fyrir í skiltrekt.  

4.1.2.2 Úrhlutun 

Útbúin var 10% NaHCO3 lausn með því að leysa upp 10 g af NaHCO3 í 100 ml af 

afjónuðu vatni. 50 ml af lausninni (NaHCO3) var síðan blandað saman við 

hvarfblönduna til að hækka sýrustig hennar. Natríumkarbónati (NaCO3) var svo bætt út 

í þar til sýrustig var á bilinu pH 8-9. Sýrustig var mælt með pH pappír eins og áður. 

Hvarfblandan var úrhlutuð þrisvar sinnum með 50 ml af klóróformi. Lífræni fasinn  

þveginn einu sinni með 20 ml af afjónuðu vatni og þurrkaður með magnesíum súlfati 

(MgSO4). Magnesíum súlfatið var síað frá og lífræni fasinn inngufaður í hverfisvala (e. 

rotavapor).  
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4.1.2.3 Endurkristöllun 

Leif var leyst upp í nokkrum dropum af klóróformi og svo endurkristölluð með um 5 ml 

af köldum díetýleter. Útfelling síuð frá og skoluð með köldum díetýleter. Við síun og 

skolun leystust kristallarnir upp. Allur leysir var því inngufaður að fullu og hætt var við 

frekari endurkristöllun. Myndefni-1 var þurrkað og vegið. Áður en leysirinn var 

innngufaður var tekið sýni úr lausninni fyrir sannkennslispróf með TLC.  

4.1.3 6-mónóasetýlmorfín 
Stuðst var við aðferð sem Garrido o.fl. (2004) lýsa við að mynda umbrotsefnið 6-MAM 

úr heróíninu sem var smíðað í 4.1.2. 

4.1.3.1 Hýdrólýsering 

Byrjað var á að leysa upp 270,6 mg (0,7 mmól) af myndefni-1 í 36 ml af etanóli ofan í 

hljóðbaði. Næst var 547,2 mg af hýdroxýlamóníumklóríði (e. hydroxylammonium 

chloride) bætt útí lausnina og hún látin hvarfast í 20 klukkustundir á segulhræru. Að 

þeim tíma liðnum var hvarflausnin inngufuð að fullu undir köfnunarefni.  

4.1.3.2 Úrhlutun 

Eftirstöðvar eftir inngufun voru leystar upp í 72 ml af 10% NaHCO3 lausn. Sýrustig 

lausnarinnar athugað með pH pappír sem sýndi pH ≈ 10. Því næst var lausnin úrhlutuð 

þrisvar sinnum með 90 ml af klóróformi,  lífræni fasinn þveginn með 50 ml af vatni og 

að lokum þurrkaður með natríum súlfati (Na2SO4). Leysir inngufaður að hluta, fyrst í 

hverfisvala og svo undir köfnunarefni. Fyrir inngufun var sýni tekið úr lausninni, 

inngufað og leyst upp í ísóprópanóli og keyrt með GC/MS til sannkennslisprófunar.  

4.1.3.3 Endurkristöllun 

Gulbrúnn olíukenndur vökvi sem varð eftir við inngufunina var endurkristallaður með 

köldum díetýleter og lausnin geymd í kæli yfir nótt. Útfelling (myndefni-2) var síað frá 

undir lofttæmi í gegnum síupappír. Myndefni-2 skolað með köldum díetýleter og 

heimtur vegnar. TLC próf framkvæmt fyrir myndefni 2 með TLC kerfi sem lýst er í 

kafla 4.1.1.2. 
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4.2 Myndun azo-afleiða fyrir HPLC-FLD  
Unnið var útfrá aðferð Alnajjars (2008) við smíðar á flúrljómandi azo-afleiðum af 

morfíni og 6-MAM til mælinga með vökvagreini tengdum við flúrljómunarnema. 

Aðferðin byggir á kúplun díasóníum jónar anilíns við arómatískan hóp á morfíni og 6-

MAM. Díasóníum jónin er mynduð með því að hvarfa saman anilíni og natríum nítríti. 

Þegar díasóníum jónin kemst síðan í snertingu við morfín eða 6-MAM verður rafsækið 

arómatískt skiptihvarf og það myndast afleiður sem kallast azo-morfín og azo-6-MAM 

(A. O. Alnajjar og  El-Zaria, 2008). Á mynd 4-1 má sjá hvernig díasóníum jónin kúplar 

við arómatískan hluta 6-MAM sameindarinnar. 

 

Mynd 4-1. Kúplun díasóníum jónar við 6-MAM til að mynda azo-6MAM.  
 

4.2.1 Staðal- og stofnlausnir 

4.2.1.1 Staðallausnir fyrir morfín og 6-MAM 

Eftirfarandi staðallausnir voru útbúnar og notaðar við þróun aðferðarinnar. 

Staðallausnirnar voru geymdar í frysti. Staðallausnirnar og styrk þeirra má sjá í töflu 4-

1. 

Tafla 4-1. Stofn- og staðallausnir fyrir morfín-HCl og 6-MAM. 

Lausnir Efni Styrkur 
 (mg/ml) 

Stofnlausn 1 Morfín HCl/MeOH 10 

Staðallausn1 Morfín HCl/H2O 1 

Staðallausn 2 6-MAM* 1 

*6-MAM: 6-mónóasetýlmorfín (myndefni-2) 
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Stofnlausn-1 Morfín-HCl (10 mg/ml): 112,6 mg af morfín HCl vigtað í 10 ml 

mælikolbu og fyllt að marki með metanóli.  

Staðallausn-1 Morfín-HCl (1 mg/ml): 1 ml af stofnlausn 1 pípettað í 10 ml mælikolbu 

og fyllt að marki með afjónuðu vatni.  

Staðallausn-2 6-MAM (1 mg/ml): 5 mg af 6-MAM (myndefni-6) vigtuð í 5 ml 

mælikolbu og fyllt að marki með metanóli.  

4.2.1.2 Anilín stofnlausnir 

Eftirfarandi stofnlausnir voru blandaðar af anilín-HCl og anilín súlfati. Anilín 

stofnlausnirnar voru allar geymdar í kæli og má sjá styrk þeirra í töflu 4-2.  

Tafla 4-2. Anilín stofnlausnir. 

Stofnlausn Anilín Styrkur  
(mól/L) 

1 Anilín HCl 0,5 

2 Anilín súlfat 0,5 

	
  

Anilín-HCl (0,5 mól/L): 1,625 g (12,45 mmól) af anilín hýdróklóríð (C6H8ClN) vigtað í 

25 mL mælikolbu og fyllt marki með 1M saltsýru. Lausnin var hræð á segulhræru í 10 

mínútur, síðan aflituð með kókoskolum og síuð. 

Anilín-súlfat (0,5 mól/L): 1,783 g (6,27 mmól) af aniliín súlfati (C6H5NH2)2•H2SO4 

vigtuð í 25 ml mælikolbu og fyllt að marki með 1M saltsýru. Sett á segulhræru í 10 

mínútur og síuð.  

 

4.2.2 Myndun díasóníum jónar 
Myndun díasóníum jónarinnar felur í sér að hvarfa saman anilíni og natríum nítríti eins 

og komið hefur fram. Mismunandi aðferðir voru prófaðar til að mynda jónina. 

Díasóníum jónin er stöðug í 1 sólarhring við 0°C og þarf því að blanda hana fyrir hvern 

dag. Myndun jónarinnar fór í öllum aðferðunum fram í ísbaði við 0°C.  
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4.2.2.1 Aðferð 1 

Í aðferð 1 var farið nákvæmlega eftir lýsingu Alnajjar (2008). 1 ml af saltsýru (1 Mm) 

bætt út í 65 mg (0,5 mól) af anilín hýdróklóríði. 105 mg af natríum nítríti var svo bætt út 

í og blandan hrærð á segulhræru í 3 mínútur við 0°C. Þessi aðferð var einnig prófuð 

fyrir anilín súlfat. 

4.2.2.2 Aðferð 2 

Pípettað var 1 ml af anilín stofnlausn í 10 ml mælikolbu, 105 mg af natríum nítríti bætt 

út í og fyllt að marki með afjónuðu vatni. Mælikolban var höfð ofan í ísbaði allan 

tímann.  Þetta var gert fyrir allar anilín stofnlausnirnar (stofnlausnir 1-3). Styrkur 

díasóníum lausnanna var þá 0,05 mól/L en samkvæmt Alnajjar (2008) er það kjörstykur 

fyrir kúplun við morfín og 6-MAM.   

4.2.2.3 Aðferð 3 

Vigtuð voru 65,4 mg (0,5 mmól) af anilín-HCl ofan í 10 ml mælikolbu og fyllt að marki 

með 0,001 M HCl ofan í ísbaði. 105 mg af natríum nítríti (NaNO2) var bætt út í 

lausnina. Lausnin var hrærð á segulhræru í 3 mínútur ofan í ísbaði. Þessi aðferð var 

einnig prófuð fyrir anilín súlfat.  

4.2.2.4 Aðferð 4 

Hér var unnið útfra aðferðinni sem lýst er í grein Alnajjar og El-Zaria (2008).               

65 mg (0,5 mmól) af anilín-HCl leyst upp í 1 ml af 1 M saltsýru og þynnt að 5 ml með 

afjónuðu vatni. 105 mg af NaNO2 leyst upp í 5 ml af afjónuðu vatni. Lausnirnar látnar 

standa í ísbaði inn í kæli þar til hitastig þeirra var í kringum 0 °C. Lausnunum var þá 

blandað saman og lausnin höfð ofan í ísbaði og hrærð á segulhræru í 5 mínútur.  

4.2.3 Þróun afleiðumyndunar 

4.2.3.1 Afleiðumyndun 1- samkvæmt aðferð Alnajjar (2008) 

Hér var farið nákvæmlega eftir lýsingu Alnajjar (2008) við kúplun díasóníum jónar við 

morfín og 6-MAM. Byrjað var á að pípetta ýmist 50, 100 eða 200 µl af morfín og 6-

MAM (staðallausnum 1 og 2) í HPLC keyrsluglös. Síðan var 300 µl af díasóníum lausn, 

sem útbúin hafði verið með aðferð 2,  pípettað ofan í HPLC keyrsluglös. Efnunum leyft 

að hvarfast í 3 mínútur. Þetta var gert fyrir báðar díasóníum lausnirnar. Lausnirnar voru 
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síðan þynntar að 1 ml með HPLC flæðivökva, ýmist flæðivökva 1 eða 2 en 

flæðivökvana má sjá í töflu 4-5. Alls voru útbúin 36 sýni og voru keyrð á HPLC-FLD.  

4.2.3.2 Afleiðumyndun 2 – Basískar aðstæður 

Hér var kúplunin látin fara fram við basískar aðstæður eins og talað er um í grein 

Alnajjar (2008). Ákveðið var að gera eingöngu tilraunir á morfíni til að byrja með þar 

sem mjög lítið var til af 6-MAM. Aðferð-2 var notuð til að 

mynda díasóníum jónina, sjá 4.2.2.2. Byrjað var á að pípetta 

morfín staðallausn í öll glös og 5M NaOH bætt út í til að stilla 

sýrustig á pH ≈ 9, sýrustigið var mælt með pH pappír. Notuð 

voru dímetýlsýlýl húðuð skrúftappaglös þar sem það er þekkt 

vandamál að morfín sogast á gler. 300 µl af díasóníum lausn var 

síðan bætt út í glösin. Blank sýni voru útbúin samhliða. Á mynd 

4-2 má sjá hvernig afleiðumyndun 2 fór fram. Útbúnar voru 

tvær sýnaraðir, í fyrri sýnaröðinni (sýnaröð 1) var einn styrkleiki 

af morfíni, 200 µg/ml. Þrír úrhlutunarvökvar voru prófaðir 

úrhlutunarvökvar 1-3, sjá töflu 4-3. Sýnaröð 1 var keyrð með 

HPLC-FLD og sett á TLC plötu. Eftir að niðurstöður úr sýnaröð 

1 lágu fyrir var sýnaröð 2 útbúin í tveimur styrkleikum 100 og 200 

µg/ml. Þar voru notaðir úrhlutunarvökvar 4-6 og úrhlutunarvökvi 1 

var áfram notaður. Sýnasett 2 var keyrt  með HPLC-FLD, HPLC-DAD og með  

GC/MS.  

4.2.3.3 Afleiðumyndun 3 – Hlutlausar aðstæður  

Díasóníum jón mynduð með aðferð 2, sjá 3.2.5.2, en hér var eingöngu notuð anilín HCl 

stofnlausnin þar sem ekki virtist vera munur á anilín HCl eða súlfati. Ákveðið var að 

prófa að útbúa afleiðurnar í hlutlausu umhverfi, pH 7. Smávægilegar breytingar voru 

gerðar á afleiðumyndun 2 sem lýst var í 3.2.6.2. Kúplun efnanna fór eins fram nema í 

stað NaOH var notaður 0,5 ml af karbónat stuðpúða (pH 7). Lausnir voru útbúnar í 

tveimur styrkleikum, 100 og 200 µg/ml morfín og einnig voru útbúin blank sýni. 

Úrhlutun fór fram eins og áður með úrhlutunarvökva 1, sjá töflu 4-3. Sýni keyrð ýmist 

með HPLC-FLD/DAD eða GC/MS til sannkennslisprófunar. 

Mor'ín	
  
stofnlausn	
  

NaOH	
  

Díasóníum	
  jón	
  

Hvarfast	
  við	
  
0°C	
  í	
  3	
  mínútur	
  

Úrhlutun	
  

Mynd 4-2. 
Afleiðumyndun 2. 



35 

4.2.3.4 Afleiðumyndun 4 – Mismunandi stuðpúðar 

Díasóníum jón mynduð með aðferð 2 úr anilín HCl stofnlausn. Útbúin voru sýni í 

styrkleikunum 100 og 200 µg/ml og blank sýni, sjá 3.2.6.7. Afleiðumyndun fór fram 

eins og lýst er í afleiðumyndun 2, sjá 3.2.6.2, en auk NaOH voru notaðir þrír 

mismunandi karbónat stuðpúðar, pH 8,5; 9 og 9,8. Morfín staðallausn var pípettað í 

sýnaglösin síðan bætt út í NaOH (að pH 9) eða 0,5 ml að viðkomandi stuðpúða áður en 

díasóníum lausn var bætt útí. Úrhlutun fór fram eins og lýst er í 3.2.7.1. með 

úrhlutunarvökva 1. Sýni voru sett á TLC plötu og keyrð í GC/MS. 

4.2.3.5 Blank sýni 

Blank sýni voru útbúin eins og viðkomandi sýni en í stað morfíns var notað afjónað 

vatn í sama magni.  

4.2.4 Smíði og einangrun á azo-morfín afleiðu 

4.2.4.1 Afleiðumyndun og einangrun 

Þar sem erfiðlega gekk að mynda afleiðuna með fyrri aðferðum var ákveðið að smíða 

hana og einangra eins og lýst er í grein Alnajjar og El-Zaria (2008). Farið var 

nákvæmlega eftir aðferðarlýsingu í greininni. Útbúin var díasóníum lausn með aðferð 4, 

sjá 4.2.2.4. 165 mg (0,5 mmól) af morfín klóríði leyst upp í 1,25 ml af 1 M NaOH og 

lausnin kæld niður í 0°C í ísbaði. Þegar báðar lausnirnar höfðu náð 0°C var þeim 

blandað varlega saman og blandan hrærð í 15 mínútur og höfð allan tímann ofan í 

ísbaði. Útfelling (myndefni-3) sem myndaðist var síuð frá undir lofttæmi. Myndefnið 

var skolað með 2% NaCl lausn og afjónuðu vatni. Efnið var þurrkað yfir nótt við 

stofuhita og heimtur vegnar. 

4.2.4.2  Staðlar og vinnulausnir 

Útbúin var staðallausn af azo myndefninu (myndefni-3) í styrknum 10 mg/ml. Vigtuð 

voru 50 mg af efninu í 5 ml mælikolbu og fyllt að marki með metanóli. Vinnulausn í 

styrknum 1 mg/ml var útbúin með því að pípetta 1 ml af staðallausn í 10 ml mælikolbu 

og fylla að marki með afjónuðu vatni.   
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4.2.4.3 Sýni fyrir HPLC 

Sýni í þremur styrkleikum voru útbúin af myndefni-3, 50, 100 og 200 µg/ml. Ýmist 50, 

100 eða 200 µl af vinnulausn pípettað í HPLC keyrsluglös og stuðpúða bætt út í að 1 

ml. Tveir mismunandi stuðpúðar voru notaðir, maurasýru (pH 3,05) og karbónat 

stuðpúði (pH 7). Sýni voru keyrð með HPLC-DAD og FLD.  

4.2.4.4 Sýni fyrir UV-mælingu 

Lausn af styrknum 0,1 mg/ml útbúin með því að þynna 1 ml af vinnulausn í 10 ml með 

afjónuðu vatni. Um það bil 1 ml af lausninni var komið fyrir í kvartskívettu (e. quartz 

cuvette) og UV róf mælt af efninu í UV-ljósmæli.  Bylgjulengdirnar 200-600 nm voru 

skimaðar.  

4.2.4.5 Sýni fyrir kjarnsegulómun 

5 mg sýni af myndefni 8 var sent í kjarnsegulómun (e. Nuclear magnetic resonance, 

NMR) til Raunvísindastofnunar Háskóla Íslands. Fyrir mælingum var efnið leyst upp í 

Cl3CD. 

4.2.4.6 Sýni fyrir flúrljómunarmæli 

Farið var með sýni af þremur mismunandi styrkleikum til Raunvísindastofnunar HÍ og 

sýnin skoðuð í flúrljómunarmæli sem þar er til staðar. Styrkleikar lausnanna voru 1 

mg/ml, 10-4 M og 10-9 M í etanóli. Þessir styrkleikar voru ákvarðaðir vegna þess að 

flúrljómunarrófið sem gefið er upp í grein Alnajjar og El-Zaria (2008) var tekið af azo- 

afleiðunum í styrknum 10-9 M. Örvunarbylgjulengdir voru 320 og 350 nm og 

bylgjulengdarbilið 350 – 700 nm var skannað.  
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4.2.5 Þróun á úrhlutunaraðferð 

4.2.5.1 Úrhlutunaraðferð 

Eftir afleiðumyndun var 5 ml af 

úrhlutunarvökva bætt út í sýnin. Tappi var 

settur á glösin, þau hrist (e. vortexed), velt í 10 

mínútur og svo sett í skilvindu í 10 mínútur á 

hraðanum 3000 snún/mínútu. 

Úrhlutunarvökvinn flaut ofan á svo neðri 

vatnsfasinn var frystur í metanólbaði og 

úrhlutunarvökvanum hellt í hrein 

skrúftappaglös. Valdir voru sérstaklega 

úrhlutunarvökvar sem fljóta ofan á 

vatnsfasanum svo hægt væri að frysta 

vatnsfasann. Það auðveldar mikið úrhlutunina 

og gefur oft betri heimtur. Leysir inngufaður 

undir köfnunarefni við 30°C og leifar leystar 

upp í 200 eða 300 µl af HPLC ferðafasa eða ísóprópanóli  

fyrir GC/MS. Á mynd 4-3 sjást skrefin í 

úrhlutunaraðferðinni.  

4.2.5.2 Úrhlutunarvökvar 

Í Töflu 4-3 má sjá úrhlutunarvökvana sem prófaðir voru. Fyrst voru prófaðir þrír 

úrhlutunarvökvar, EDI (6:4:1) sem er blanda af díetýleter, díklórmetan (DCM) og 

ísóprópanóli og hexan blöndur. Annarsvegar hexan og DCM og hins vegar hexan og 

bútanól. Einnig var prófuð önnur samsetning af EDI (4:6:1), sú blanda inniheldur meira 

af díklórmetani og minna af eter og er því skautaðri vökvi. Blanda af tólúen/bútanóli 

(9:1) var einnig prófuð en sú blanda er venjulega notuð á RLE til að úrhluta ópíóíða úr 

lífsýnum. Úrhlutunarvökvi 1, EDI (6:4:1) kom bestur út og var notaður við flestar 

úrhlutanirnar.  
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Mynd 4-3. Úrhlutunaraðferð 
fyrir azo-afleiður. 
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Tafla 4-3. Úrhlutunarvökvar fyrir azo-morfín afleiðumyndun. 
  

 

 

 

 
 

*EDI: Díetýleter, díklórmetan og ísóprópanól 
**DCM: díklórmetan                                                         

4.2.6 Aðstæður á HPLC 

4.2.6.1 Súlur 

Í töflu 4-4 má sjá þær súlur sem prófaðar voru á vökvagreininum og helstu eiginleika 

þeirra. Þetta eru allt öfugfasasúlur og ýmist C18 eða C8 súlur. Allar súlurnar hafa sama 

innra þvermál en eru breytilegar að lengd og kornastærð. Byrjað var á að prófa 

Beckman ODS súlu  þar sem algengt virðist að notaðar séu ODS súlur til að mæla 

ópíóíða (D. Bourquin o.fl., 1997; Derks, Vantwillert og Zomer, 1985; Grogg-Sulser, 

Helmlin og Clerc, 1995). Henni var  þó fljótlega skipt út fyrir Kinetex súlu. Ástæðan 

fyrir því var að Beckman súlan þolir aðeins flæðivökva á bilinu pH 2,5-7,5 og því var 

ekki hægt að nota hana fyrir basíska flæðivökva. Ekki fengust ásættanlegar niðurstöður 

með Kinetex súlunni og því var skipt yfir í xTerra súlu, allar þessar þrjár eru C18 súlur. 

Síðasta súlan sem var prófuð Symmetry súla, það er C8 súla og hún var einnig styðst af 

öllum súlunum sem voru prófaðar.   

Tafla 4-4. HPLC súlur sem notaðar voru við aðferðaþróun. 

 

Úrhlutunarvökvi Leysar Hlutfall 

1 EDI* 6:4:1 

2 Hexan/DCM** 2:1 

3 Hexan/Bútanól 4:1 

4 EDI* 4:6:1 

5 Tólúen/bútanól 9:1 

6 Díetýleter 1 

Súla Súla Lengd 
kolefniskeðju 

Lengd 
(mm) 

Innra 
þvermál 

(mm) 

Kornastærð 
(µm) 

1 Beckman 
ODS 

C18 250 4,6 5 

2 Phenomenex 
Kinetex 

         C18 150 4,6 2,6 

3 Waters 
xTerra 

C18 100 4,6 3,5 

4 Waters 
Symmetry 

C8 75 4,6 3,5 
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4.2.6.2 Flæðivökvar 

Í töflu 4-5 má sjá flæðivökvana sem voru prófaðir. Hugmynd að flæðivökva 1 

(Ediksýra/ACN 50:50) var fenginn frá Jenkins og Caplan (2008). Þar voru mældir 

ópíóíðar og niðurbrotsefni í lífsýnum með HPLC-MS. Flæðivökvinn sem þau notuðu 

var ediksýra og ACN keyrt með stigli. Hugmyndin að flæðivökva 2 

(Vatn/ACN/Tríetýlamín) var fenginn frá Derks o.fl. (1985). Þeir notuðu þessa 

samsetningu á flæðivökva þegar þeir mældu flúrljómandi 6-MAM dímer með HPLC-

FLD. Byrjað var á flæðivökva 1 og svo skipt yfir á flæðivökva 2. Til að kanna áhrif 

mismunandi stuðpúða voru prófaðir flæðivökvi 3 (ACN/CH2O2 pH 3,0) og flæðivökvi 4 

(ACN/NaHCO3 pH 7). Flæðivökvi 3 var keyrður ísókratískt en flæðivökvi 4 bæði 

ísókratískt og með stigli. Til að reyna að hafa áhrif á rástíma var ACN skipt út fyrir 

metanól í flæðivökva 5 (meOH/NaHCO3). Flæðivökvi 5 var prófaður í fjórum 

mismunandi hlutföllum og var keyrður ísókratískt. Í töflu 4-6 má sjá stigulinn sem var 

notaður með flæðivökva 4.  

Tafla 4-5.  Flæðivökvar fyrir HPLC. 
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

*ACN:  Asetonítríl; **CH2O2: Maurasýra  
+NaHCO3: Natríum bíkarbónat;  ++MeOH: Metanól 
***Sýrustig ekki stillt með pH mæli.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Flæðivökvi Samsetning Sýrustig 
(pH) 

1 Ediksýra:ACN* 

(50/50) 
3-4*** 

2 Vatn:ACN:tríetýlamín 
(85:15:0,1) 

8,5-9*** 

3 ACN/CH2O2
** 

(85/15) 
3,05 

4 ACN/NaHCO3
+ 

(85/15) (Stigull) 
(90/10)  

7,0 

5 MeOH++/ NaHCO3
+ 

(90:10) (70:30) (60:40) 
(50:50) 

7,0 
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Tafla 4-6. Stigull flæðivökva (ACN/pH7) fyrir HPLC. 

Tími 
(mín) 

Vökvi A 
(ACN*) 

Vökvi B 
(pH 7) 

0,0 25 75 

3,0 25 75 

6,0 85 15 

15,0 85 15 

15,5 25 75 

18,0 25 75 

 

4.2.6.3 Súluhiti 

Byrjað var á því að hafa súluhitann 50°C en seinna var gerð tilraun með að lækka hann 

niður í 30°C. Sýnahiti var alltaf á bilinu 7-8°C til þess að reyna að halda stöðugleika 

sýnanna sem lengst.  

 

4.2.6.4 Flæði og innsprautunarmagn 

Fyrir Beckman súlu var flæðihraðinn 0,7 ml/mín, eftir því sem súlurnar urðu styttri og 

fínkornóttari var flæðihraðinn minnkaður. Flæðihraði var á yfirleitt á bilinu 0,4-0,7 

ml/mín. Innsprautunarmagn var 10 µL í öllum HPLC keyrslum.  

4.2.7 Skynjarar 

4.2.7.1 Flúrljómunarskynjari 

Sami flúrljómunarskynjari var notaður í öllu keyrslunum en mismunandi örvunar- og 

ljómunarbylgjulengdir voru prófaðar. Tafla 4-7 sýnir bylgjulengdirnar í þeirri röð sem 

þær voru prófaðar.  
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Tafla 4-7. Örvunar- og ljómunarrbylgjulengdir sem notaðar voru á FLD.  
Nr. Örvun 

(nm) 

Ljómun 

(nm) 

Nr. Örvun 

(nm) 

Ljómun  

(nm) 

1 310 400 8 350 440 

2 320 420 9 350 460 

3 320 440 10 350 480 

4 320 460 11 350 500 

5 320 480 12 350 440 

6 320 500 13 350 410 

7 350 420 14 335 405 

 

4.2.7.2 UV-gleypniskynjari (DAD) 

Gleypniróf allra efna, sem komu fram í flúrljómunarskynjaranum voru skoðuð nánar 

með gleypniskynjara og borin saman við UV róf azo-efnanna í grein Alnajjar (2008). 

Skynjarinn skannaði bylgjulengdarbilið 220-500 nm.  

 

4.2.8 Aðstæður á GC/MS 
Azo-afleiður voru keyrðar á GC/MS til sannkennslisprófana. Engar upplýsingar lágu 

hins vegar fyrir um það hvort hægt væri að greina afleiðurnar á gasgreini. Tvær aðferðir 

voru notaðar og má sjá þær hér fyrir neðan. Aðstæður voru eins og lýst var áður í kafla 

4.1.1.1, fyrir utan að hitastilling er önnur og keyrslutími lengri. Báðar aðferðir voru 

skimunaraðferðir.  

4.2.8.1 GC/MS – Aðferð 1 

Hiti: Upphafshitastig var 220°C og því haldið í 1 mínútu. Hitinn var síðan hækkaður 

upp í 320°C á hraðanum 10°C/mín.  

Keyrslutími: 24 mínútur. 

4.2.8.2 GC/MS – Aðferð 2 

Hiti: Upphafshitastig var 100°C og því haldið í 0,5 mínútu. Hitinn hækkaður upp í 

260°C á hraðanum 40°C/mín og síðan upp í 320°C á hraðanum 11°C/mín.  

Keyrslutími: 16,95 mínútur. 
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4.3 Myndun própansýruestera af 6-MAM og morfíni fyrir GC/MS 
Ákveðið var að mynda ester af 6-MAM og própansýru til greiningar á 6-MAM í þvagi. 

Þetta er þekkt afleiðumyndun og hefur áður verið notuð til að greina ópíóíða í lífsýnum 

(Girod og  Staub, 2000; O'Neal og  Poklis, 1998; Skender, Karacic, Brcic og Bagaric, 

2002; Staub, Marset, Mino og Mangin, 2001). Tvær aðferðir sem taldar eru upp í töflu 

1-3 bls 14, byggja einnig á þessari aðferð (Galloway o.fl., 1998; Geier o.fl., 1996). Þar 

eru myndaðar própansýruafleiður sem síðan eru greindar með GC/MS. Í báðum þessum 

aðferðum er notast við SPE úrhlutun við sýnaundirbúning en hér verður notuð LLE þar 

sem sú aðferð er mun meira notuð á RLE. Val á aðferð réðst að mestu leiti af þeim 

efnum sem til voru á rannsóknarstofunni og þeim tækjabúnaði sem þar var til staðar.  

4.3.1 Staðal- og vinnulausnir  

4.3.1.1 Staðallausnir 

Notaðar voru tilbúnar staðallausnir sem voru til á rannsóknarstofunni. Morfín og kódín 

staðallausnir voru í styrknum 1mg/mL í metanóli en 6-MAM, morfín-d3 og kódín-d3 

staðallausnir voru í styrknum 100 µg/mL í ACN eða metanóli. Morfín og kódín 

staðallausnir voru blandaðar af starfsmönnum RLE en 6-MAM, morfín-d3 og kódín-d3 

staðallausnir voru aðkeyptar. Staðallausnir má sjá í töflu 4-8.   

Tafla 4-8. Staðallausnir fyrir morfín og 6-MAM. 
Staðallausn Efni Styrkur 

(mg/mL) 
Leysir 

1 Morfín 1 Metanól 

2 6-MAM 0,1 ACN* 

3 Kódín 1 Metanól 

4 Morfín-d3 0,1 Metanól 

5 Kódín-d3 0,1 Metanól 
*ACN: Asetonítríl 
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4.3.1.2 Vinnulausnir 

Vinnulausnir voru útbúnar í afjónuðu vatni út frá staðallausnum í töflu 4-8. Þær má sjá í 

töflu 4-9. 

 
Tafla 4-9. Vinnulausnir fyrir morfín, kódín og 6-MAM  
ásamt vinnulausnum fyrir innri staðla. 

Vinnulausn Efni 
Styrkur 
(µg/mL) 

1 Morfín 10 

2 Morfín + 6-MAM 1 

3 Morfín + 6-MAM + Kódín 0,5 

4 Morfín + 6-MAM + Kódín 1 

5 6-MAM 1 

6 Morfín-d3 ≈ 1,5 

7 Kódín-d3 ≈ 0,1 

8 Kódín-d3 1 
 

4.3.2 Úrhlutun 

Úrhluta þurfti efnin úr sýnunum fyrir afleiðumyndun. 

Byrjað var á að pípetta karbónat stuðpúða (pH 9) út í 

sýnin. Því næst var 3 mL af tólúen/bútanóli blöndu í 

hlutföllunum 9:1 bætt út í. Ákveðið var að nota þennan 

úrhlutunarvökva þar sem hann er venjulega notaður til 

að úrhluta ópíóíða úr lífsýnum á RLE. Sýnum var velt í 

10 mínútur og þau skilin í skilvindu í 10 mínútur við 

3000 snúninga/mínútu. Því næst var vatnsfasinn frystur 

í metanólbaði og lífræna fasanum hellt í hrein glös. 

Lífræni fasinn var síðan inngufaður  undir köfnunarefni 

við 50°C. Á mynd 4-4 má  sjá hvernig úrhlutunarferlið 

fór fram.  
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Inngufun	
  	
  

A'leiðumyndun	
  

Mynd 4-4. Úrhlutun sýna fyrir 
afleiðumyndun með próíon 
anhýdríði. 
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4.3.3 Afleiðumyndun 

Afleiðumyndun fór fram eftir úrhlutun sýna eins og sjá má hér á 

undan á mynd 4-4. Leifin var leyst upp í 100 µL af pyridíni og 100 

µL af própansýruanhýdríði. Sýnin voru hrist í 20 sekúndur áður en 

þeim var komið fyrir í hitablokk við 60°C í 30 mínútur. Við val á  

hitastigi og tíma afleiðumyndunar var stuðst við rannsóknir Girod 

og Staub (2000) og Staub o.fl. (2001). Eftir 30 mínútur voru sýnin 

tekin úr hitablokk og afgangs afleiðuefni inngufað burt undir 

köfnunarefni við 30°C. Að lokum var leifin leyst í 200 µL af 

ísóprópanóli og sýnum komið fyrir í innri GC keyrsluglösum og 

keyrð með GC/MS. Á mynd 4-5 má sjá skrefin við 

afleiðumyndunina. 

4.3.4 Aðstæður á GC/MS 

Aðstæður á GC/MS voru þær sömu og lýst var í kafla 4.1.1.1. Ákveðið var að vinna 

áfram með þær þar sem þær aðstæður eru venjulega notaðar á RLE til að greina ópíóíða 

eins og morfín og kódín í lífsýnum. Keyrt var bæði á skimunaraðferð og SIM aðferð. Í 

SIM aðferðinni var leitað eftir jónunum 341 og 397 fyrir morfín-própanester og 327 og 

383 fyrir 6-MAM-própanester.  

Hiti á ofni: Upphafshitastig 100°C haldið í 30 sekúndur, hækkað um 40°C/mín upp í 

300°C, hækkað um 11°C/mín upp í 320°C og haldið í 3 mínútur.  

Keyrslutími: 10,32 mínútur.  

Súla: Mjósúla frá Agilent. Óskautuð HP-5MS súla ((5%-fenýl)-metýlpólýsíloxan).          

Lengd: 25 m, innra þvermál 0,2 mm, filmuþykkt: 0,33µm.  

Ferðafasi: Helíum 

Flæðihraði: 1,0 mL á mínútu.  

Innsprautunarmagn: 1µL 

Leyf	
  leyst	
  upp	
  í	
  pyridíni	
  
og	
  própíón	
  anhýdríði	
  

Hrist	
  í	
  20	
  sekúndur	
  

Hitablokk	
  (60°C)	
  í	
  30	
  
mínútur	
  

Afgangs	
  a'leiðuefni	
  
inngufað	
  burt	
  

Leif	
  leyst	
  upp	
  í	
  
ísóprópanóli	
  

Sýni	
  keyrð	
  á	
  GC/MS	
  	
  

Mynd 4-5. Myndun 
própansýruestera af 
morfíni  og 6-MAM. 
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4.3.5  Ákvörðun rástíma 

Fyrsta keyrslan gekk út á það að finna rástíma efnanna. Útbúin voru sýni af morfíni og 

6-MAM í styrkleikum 250, 500 og 1000 ng/ml. Ýmist 25, 50 eða 100 µl	
   af morfíni 

(vinnulausn-1) var pípettað ofan í húðuð skrúftappaglös. Ýmist 2,5;  5 eða 10	
  µL af 6-

MAM (staðallausn-2) var svo bætt út í þannig að hvert sýni innihélt bæði morfín og 6-

MAM í sama styrk. Þessi sýni voru ekki úrhlutuð heldur var leysir inngufaður frá og 

afleiðumyndun fór fram eins og áður. Sýnum var síðan sprautað inn á GC/MS. 

4.3.6  Innri staðall 

4.3.6.1 Morfín-d3 

Ákveðið var að byrja á að prófa morfín-d3 sem innri staðal. Ýmis önnur efni hafa verið 

notuð eins og 6-MAM-d3, 6-MAM-d6 og morfín-d6 (Lewis o.fl., 2005; O'Neal og  

Poklis, 1998), nalorfín (e nalorphine) (Girod og  Staub, 2000) ásamt fleiri efnum en 

ákveðið var að notast við þau efni sem til staðar voru á rannsóknarstofunni.  

4.3.6.2 Sýni 

Í þessa keyrslu voru notuð þvagsýni frá tveimur einstaklingum (þvagsýni A og B) sem 

grunur lék á að hefðu látist vegna ofneyslu heróíns. Útbúin voru sýni með og án 

staðalviðbótar af 6-MAM, tvöföld sýnaröð fyrir öll sýni. Byrjað var á að pípetta 1 ml af 

þvagsýni í öll glös. Næst var staðalviðbót bætt út í helming sýnanna, ýmist 2,5	
  µL eða 5 

µL af 6-MAM (staðallausn-2). Staðalviðbótarsýni innihéldu því ýmist 250 eða 500 

ng/ml 6-MAM en hin sýnin innihéldu óþekkt magn. Að lokum var 100 µl af innri staðli 

bætt út í öll sýni. Úrhlutun og afleiðumyndun fór fram eins og áður. 

4.3.6.3 Staðlar fyrir staðalkúrfu 

Staðlar af þekktum styrk voru útbúnir og keyrðir með sýnunum. Styrk staðla má sjá í 

töflu 4-10. 25-800 µl af vinnulausn 2 var pípettað í skrúftappaglös og afjónuðu vatni 

bætt út í að 1 mL því næst var 100 µl af innri staðli (vinnulausn-5) bætt út í glösin.  
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Tafla 4-10. Staðlar fyrir 6-MAM og morfín staðalkúrfu ásamt styrk innri staðals. 

Staðlar Efni 
Styrkur 
(ng/mL) 

Styrkur innri 
staðals 

(ng/mL) 
1 Morfín + 6-MAM 25 150 

2 Morfín + 6-MAM 50 150 

3 Morfín + 6-MAM 100 150 
4 Morfín + 6-MAM 200 150 
5 Morfín + 6-MAM 400 150 
6 Morfín + 6-MAM 800 150 

 

4.3.6.4   Kódín-d3 

Þar sem morfín-d3 reyndist ekki góður innri staðall var prófað að skipta í kódín-d3.  

4.3.6.4.1 Ákvörðun á rástíma kódín-própanester  

Byrjað var á að útbúa tvö sýni í vatni í tveimur styrkleikum, 50 og 100 ng/ml, af kódín-

própanester til þess að fá hugmynd um rástíma kódín-d3-própanester. Sýni voru útbúin 

með vinnulausn-3 að öðru leiti fór sýnaundirbúningur fram eins og áður. 

Staðalviðbótarsýni úr keyrslunni á undan, sem innihélt 500 ng af 6-MAM var keyrt 

samtímis til að kanna hvort kódín fyndist í sýninu. 

4.3.6.4.2 Sýni 

Eftir að búið var að staðsetja rástíma kódín-d3-própanester voru útbúin sýni sem 

innihéldu morfín, kódín og 6-MAM ásamt innri staðli. Sömu þvagsýni voru notuð aftur 

(þvagsýni A og B) en nú var sett staðalviðbót í öll sýni. Útbúin var tvöföld röð af sýnum 

sem ýmist innihéldu staðalviðbót af kódín og 6-MAM eða eingöngu 6-MAM. 

Staðalviðbót var ýmist 250 eða 500 ng/ml. Byrjað var á að pípetta 0,5 ml af þvagi í öll 

glös og vatni bætt við að 1 ml og staðalviðbót síðan bætt út. Notaðar voru staðllausnir 2 

og 3 sem sjá má í 4.8. Að lokum var 100 µl af innri staðli (vinnulausn-6) bætt út í öll 

sýni.  

4.3.6.4.3 Staðlar fyrir staðalkúrfu 

Útbúin var staðalkúrfa fyrir morfín, kódín og 6-MAM en styrk staðla og innri staðals 

má sjá í töflu 4-11. Vinnulausn 3 var notuð til að útbúa staðla og vinnulausn-7 fyrir 

innri staðal. Staðlar voru útbúnir eins og áður var lýst. 
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Tafla 4-11. Staðlar fyrir morfín, kódín og 6-MAM staðalkúrfu ásamt styrk innri staðals. 

Staðlar Efni 
Styrkur 
(ng/mL) 

Styrkur innri 
staðals (ng/mL) 

1 Morfín + 6-MAM + Kódín 12,2 10 
2 Morfín + 6-MAM + Kódín 25 10 
3 Morfín + 6-MAM + Kódín 50 10 
4 Morfín + 6-MAM + Kódín 100 10 
5 Morfín + 6-MAM + Kódín 200 10 
6 Morfín + 6-MAM + Kódín 400 10 

 

4.3.7 Bestun á úrhlutunaraðferð  

4.3.7.1 Sýni 

Útbúin voru sýni sem innihéldu eingöngu 6-MAM í styrknum 250 ng/mL. Sýnin voru 

útbúin með vinnulausn 5, sjá töflu 4-9. Byrjað var á að pípetta réttu magni af vinnulausn 

í glösin og síðan bætt við að 1 ml afjónuðu vatni. Að lokum var 100 µl af innri staðli 

(vinnulausn 8) bætt út í öll sýni.  

4.3.7.1.1 Sýrustig  

Hér voru könnuð áhrif þriggja mismunandi stuðpúða á úrhlutun 6-MAM. Stuðpúðana 

má sjá í töflu 4-12. Fyrir úrhlutun var 1 ml af viðkomandi stuðpúða bætt út í sýnin. 

Útbúin voru tvö sýni fyrir hvern stuðpúða. Úrhlutun og afleiðumyndun fór að öðru leiti 

fram eins og áður. 

Tafla 4-12. Stuðpúðar sem notaðir voru við bestun á úrhlutunaraðferð. 

 

 

 

 

4.3.7.1.2 Úrhlutunarvökvi 

Hingað til hefur verið notaður úrhlutunarvöki sem er blanda af tólúen og bútanóli í 

hlutföllunum 9:1. Ákveðið var að prófa einnig EDI blöndu í hlutföllunum (6:4:1) og 

bera saman stærð toppa á greiningarferli. Afleiðumyndun fór fram eins og áður.  

 

Stuðpúði Tegund 
Sýrustig 

(pH) 
1 Karbónat 8,5 

2 Karbónat 9 

3 Karbónat 9,8 
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4.3.8  Bestun afleiðumyndunar 

4.3.8.1 Sýni 

Útbúin voru sýni sem ýmist innihéldu eingöngu 6-MAM eða blöndu af 6-MAM, 

morfíni og kódíni. 6-MAM sýnin voru öll í styrknum 250 ng/mL og voru útbúin með 

vinnulausn 5, sjá töflu 4-9. Sýnin sem innihéldu blöndu af 6-MAM, morfíni og kódíni 

voru í styrknum 100 ng/ml og voru útbúin með vinnulausn 4. Byrjað var á að pípetta 

réttu magni af vinnulausn í glösin og síðan bætt við að 1 ml afjónuðu vatni. Að lokum 

var 100 µl af innri staðli (vinnulausn 8) bætt út í öll sýni.  

 

4.3.8.1.1 Hitastig  

Afleiðumyndun hefur hér á undan eingöngu farið fram við 60°C. Ákveðið var að prófa 

hvaða áhrif það hefði á afleiðumyndunina að minnka hitastigið niður í 50°C eða auka 

það í 70°C. Hér voru notuð 6-MAM sýni í styrknum 250 ng/mL. Úrhlutun fór fram eins 

og afleiðumyndun fór fram eins og áður nema sýnin voru höfð í hitablokkinni í 30 

mínútur við ýmist 50, 60 eða 70°C. Tvö sýni útbúin fyrir hvert hitastig.  

4.3.8.1.2 Tími 

Afleiðumyndun var prófuð við 60°C ýmist í 10, 20, 30 eða 40 mínútur. Við þessa 

keyrslu voru áhrif könnuð á 6-MAM eitt og sér og einnig blöndu af 6-MAM, kódíni og 

morfíni. Að öðru leyti fór úrhlutun og afleiðumyndun fram eins og áður hefur verið lýst. 

Ýmist vour útbúin tvöföld eða þreföld sýni fyrir hvert hitastig.  

 

4.3.9 Gilding mæliaðferðar 

Hafist var handa við að gilda mæliaðferðina. Stuðst var við viðmiðunarreglur ICH Q 

(R1) 2 (International Conference of Harmonization) (EMEA, 1994). Þættir sem voru 

kannaðir voru línuleiki (e. linearity), áreiðanleiki (e. accuaracy), nákvæmni (e. 

precision), næmi og traustleiki (e. robustness). Ekki náðist að kanna sértækni (e. 

specificity) aðferðarinnr, smit milli sýna (e. carry over) né hæfni kerfisins. 



49 

4.3.9.1 Línuleiki 

Línuleiki var kannaður með því að mæla sex staðla sem hver innihélt blöndu af morfíni, 

kódíni og 6-MAM í styrkleikunum 5, 10, 20, 50, 100 og 200 ng/mL. Í alla staðla var 

bætt við 100 ng/mL af innri staðli, kódíni-d3. Staðlarnir voru útbúnir í vatni. Útfrá 

fylgnistuðuls niðurstöðum var mælingabil aðferðarinnar (e. range) ákvarðað. Til að 

tryggja að staðalkúrfa væri línuleg var framkvæmt Tiley útgáfa af einhliða F-prófi (e. 

Tiley one-tailed F-test) með 95% öryggisbili.  

4.3.9.2 Áreiðanleiki 

Til að meta áreiðanleika aðferðarinnar voru útbúin sýni í þvagi í þremur styrkleikum 

sem féllu innan mælingabils, 15, 35 og 75 ng/mL. Útbúin voru 6 sýni fyrir hvern styrk. 

Lausnirnar voru mældar samdægurs og styrkur þeirra reiknaður út frá staðalkúrfu og 

borinn saman við þekktan styrk sýnanna.  

4.3.9.3 Nákvæmni 

Niðurstöður úr keyrslunni á undan voru notaðar til þess að reikna út 

innankeyrsludreifingu (e. repeatability), sjá   Reiknaður var út meðalstyrkur sýna, 

staðalfrávik og hlutfallslegt staðalfrávik (e. Relative Standard Deviation, RSD). 

Millikeyrsludreifing (e. intermediate precision) var fundin út með því að mæla tvö sýni í 

styrkleikum 5, 15, 35, 75 og 150 ng/ml á mismunandi dögum og af sitthvorum 

rannsóknarmanninum og niðurstöður bornar saman við þekktan styrk sýna.  

4.3.9.4 Næmi 

Markmið aðfeðarinnar var að reyna að ná sem mestu næmi þar sem 6-MAM finnst í 

mjög lágum styrk í lífsýnum og brotnar hratt niður. Lægstu greiningarmörk (e. Limit of 

detection, LOD) aðferðarinnar voru eingöngu könnuð fyrir 6-MAM. Það var gert með 

því að útbúa tvö sýni í þvagi í stykleikunum 0,5; 1; 2,5; 5 og 10 ng/ml. Til þess að efnið 

væri greinanlegt þurfti að vera hægt að mæla bæði sterkustu og næst sterkustu jón 

efnisins í sýnunum, jón 327 og 383. Magngreiningarmörk (e. Limit og quantitation, 

LOQ) voru ákvörðuð með því að útbúa og mæla 6 sýni af morfíni, kódíni og 6-MAM í 

þvagi af styrknum 5 ng/ml í sömu keyrslu og bera saman niðurstöður. Reiknaður var út 

meðalstyrkur sýna, staðalfrávik og hlutfallslegt staðalfrávik.  
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4.3.9.5 Traustleiki kerfis  

Hér voru nýttar þær niðurstöður sem fengust við bestun á úrhlutunar- og 

afleiðumyndunaraðferð til að meta traustleika aðferðarinnar. Þættir sem voru skoðaðir 

voru mismunandi úrhlutunarvökvar og sýrustig sýna við úrhlutun, tími og hitastig 

afleiðumyndunar. Einnig var millikeyrsludreifingin notuð til að leggja mat á traustleika 

kerfisins og við millikeyrsludreifingar voru notaðar 2 greiningasúlur og annar 

rannsóknarmaður framkvæmdi keyrslu. Vinnulýsingu fyrir millikeyrslu má sjá í viðauka 

E. 
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5 NIÐURSTÖÐUR  

5.1 Efnasmíðar 

5.1.1 Heróín 

5.1.1.1 Heimtur  

Heimtur úr efnasmíðinni eftir þurrkun voru 271 mg sem samsvarar 0,733 mmól af 

heróíni.  Heimtur úr aðferðinni voru því 71,2 %. Niðurstöðurnar má sjá í töflu 5-1.  

 
Tafla 5-1.  Heimtur úr efnasmíðun á heróíni 

Efni Mólm
assi 

(g/mól
) 

Magn 
(mg) 

Magn 
(mmól) 

AcO2
* 103 16,2 157 

Morfín 285 294 1,03 

Heróín 
(Myndefni-1) 

369 271 0,733 

*AcO2: Ediksýru anhýdríð 

5.1.1.2 Sannkenslispróf 

5.1.1.3 TLC  

Í töflu 5-2 má sjá rásgildi fyrir morfín og heróín staðla og myndefni-1 (heróín). Rásgildi 

fyrir morfín staðal er 0,31 og 0,5 fyrir heróín staðal.  Rásgildi fyrir myndefni-5 er 0,49 

sem er mjög nálægt rásgildi fyrir heróín. Enginn punktur var sýnilegur hjá myndefninu 

við rásgildi nálægt 0,31 þannig að mjög lítið eða ekkert morfín virðist vera til staðar.   

Tafla 5-2. Rásgildi fyrir heróín og  
morfín staðla ásamt myndefni-5. 

Efni Rásgildi 

Morfín 0,31 

Heróín 0,5 

Myndefni-1 0,49 
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5.1.2 Myndun 6-MAM 

5.1.2.1 Heimtur 

Heimtur 6-MAM má sjá í töflu 5-3. Heimtur eftir endurkristöllun var 91 mg eða 0,28 

mmól. Úr fyrri voru 26 mg eða 0,08 mmól og úr seinni endurkristöllun 65 mg eða 0,2 

mmól.  Heildarheimtur voru því 40%. Myndefnið var ljósbrúnt á litinn.     

Tafla 5-3. Heimtur úr myndun 6-MAM 
 

 

5.1.2.2 Sannkennslispróf 

GC/MS 

Niðurstöður úr GC/MS fyrir myndefni-2 sýndu topp við 7,06 mínútur. Massaróf 

toppsins var skoðað og borið saman við massaróf 6-MAM í gagnagrunni. 91% 

skyldleiki var með rófunum. Rófin má sjá í viðauka A.  

 

TLC 

Tveir greinilegir punktar komu fram á TLC plötu fyrir myndefni-2. Fyrri punkturinn 

með rástímann 0,25 og 0,28 og seinni með rástímann 0,41. Fyrri og seinni punkturinn 

fyrir bæði efnin voru svipaðir að stærð. Tafla 5-4 sýnir TLC rásgildi fyrir myndefni-2 

og staðla.  

Tafla 5-4.  TLC rásgildi fyrir myndefni-2 og heróín, morfín og 6-MAM staðla.  
Efni Rásgildi-1 Rásgildi-2  

Heróín 0,46  

Morfín 0,31  

6-MAM 0,41  

Myndefni-2 0,28 0,41 

 

Efni Mólmassi 
(g/mól) 

Magn 
(mg) 

Magn 
(mmól) 

Heróín 
(Myndefni-1) 

376 270 0,7 

6-MAM  
(Myndefni-2) 

327 91 0,28 

Heimtur %   40 
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5.2 Myndun azo-afleiða fyrir HPLC-FLD 

5.2.1 Þróun afleiðumyndunar 

5.2.1.1 Afleiðumyndun 1- samkvæmt aðferð Alnajjar (2008) 

Öll sýni keyrð á HPLC-FLD, bylgjulengdirnar 310/400. 

5.2.1.1.1 Beckman ODS súla og flæðivökvi 1, Ediksýra:ACN (50:50).  

Þessi sýni voru fyrst keyrð á Beckman ODS súlu með súrum flæðivökva. Niðurstöður 

úr þessari keyrslu lofuðu ekki góðu. Engir marktækir toppar komu fram, eingöngu mjög 

litlir toppar sem stækkuðu ekki í hlutfalli við hækkaðan styrk sýna. Hvorki sást munur á 

niðurstöðum fyrir anilín-súlfat og anilín-HCl né á niðurstöðum fyrir morfín og 6-MAM 

sýni.   

5.2.1.1.2 Kinetex súla og flæðivökvi 1, Ediksýra:ACN (50/50)   

Skipt var yfir Kinetex súlu en haldið áfram með súra flæðivökvann. Hjá morfín sýnum 

komu fram þrír litlir toppar við rástímana  um 3, 3,5 og 4 mín. Toppur við 4 mínútur 

stækkaði um það bil tvöfalt frá styrknum 100 µg/ml upp í 200 µg/ml en var ekki 

sýnilegur í  styrknum 50 µg/ml. Sama er að segja um 6-MAM sýnin, toppur við 4,09 

stækkaði í hlutfalli við aukinn styrk en sást ekki í styrknum 50 µg/ml. Ekkert blank sýni 

var keyrt með sýnunum þannig að erfitt var að meta hvort topparnir væru azo-afleiður 

eða óhreinindi í sýnunum. Á mynd 5-1 má sjá toppana fyrir azo-morfín sýnin, rauðu 

tákna sýni í styrknum 100 µg/ml og grænu tákna sýnin í styrknum 200 µg/ml.  
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Mynd 5-1. Toppar fyrir azo-morfín afleiðu í styrkum 100 og 200 µg/ml. 
 

5.2.1.1.3 Kinetex súla og flæðivökvi 2, Vatn:ACN:Tríetýlamín (85:15:0,1) 

Fyrir þessa keyrslu var útbúið blank sýni sem var keyrt með hinum sýnunum. 

Niðurstöður voru svipaðar og í keyrslunni á undan hjá báðum efnum. Þrír litlir toppar 

komu fram við rástímana um 3; 3,4; og 3,9 mínútur. Fyrsti toppurinn breyttist ekki við 

aukinn styrk sýna en hinir báðir stækkuðu við aukinn styrk en þó ekki í réttu hlutfalli. 

Grunnlínan var orðin mjög léleg og það reyndist erfitt að ná stöðugleika á kerfið.  

5.2.1.2 Afleiðumyndun 2 – 

Basískar aðstæður 

Á mynd 5-2 má sjá flæðirit yfir 

sýnin sem útbúin voru við basískar 

aðstæður. Í bláu reitunum sjást 

mismunandi úrhlutunarvökvar og í 

gulu reitunum sjást 

efnagreiningaaðferðir sem notaðar 

voru. Í vökvagreiningu var notuð 

x-Terra súla með  basískum 

flæðivökva 

(H2O:ACN:Trietylamin) í öllum 

keyrslum. Í FLD voru notaðar 

örvunarbylgju-lengdirnar 320 og 350 og ljómunarbylgjulengdirnar 420, 440, 460, 480 

Kúplun	
  við	
  
basískar	
  
aðstæður	
  

Sýnasett	
  1	
  

	
  EDI	
  (6:4:1)	
   HPLC-­‐FLD/	
  	
  	
  	
  	
  
TLC	
  

Hexan/DCM	
  	
   HPLC-­‐FLD/	
  	
  	
  	
  	
  
TLC	
  

Hexan/bútanól	
   HPLC-­‐FLD/	
  	
  	
  	
  	
  
TLC	
  

Sýnasett	
  2	
  

Díetýleter	
  
HPLC-­‐FLD	
  /
HPLC-­‐DAD/	
  	
  	
  	
  
GC/MS	
  

EDI	
  (4:6:1)	
  
HPLC-­‐FLD	
  /
HPLC-­‐DAD/	
  	
  	
  	
  
GC/MS	
  

Tólúen/bútanól	
  
HPLC-­‐FLD	
  /
HPLC-­‐DAD/	
  	
  	
  	
  
GC/MS	
  

EDI	
  (6:4:1)	
  
HPLC-­‐FLD	
  /
HPLC-­‐DAD/	
  	
  	
  	
  
GC/MS	
  

Mynd 5-2. Flæðirit yfir sýni sem útbúin voru með 
afleiðumynd tvö. 
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og 500 nm í öllum keyrslum. Í HPLC-DAD var gleypni mæld við bylgjulengdirnar 220, 

236, 288 nm.  

5.2.1.3 Sýnasett 1 

 

5.2.1.3.1 HPLC-FLD 

Flatarmál undir toppunum var mest við bylgjulengdirnar 320/460 nm en allir toppar 

voru mjög litlir. Blank sýnin voru mjög hrein og engir toppar komu fram í þeim. Engir 

toppar komu fram í sýnum sem úrhlutuð voru með hexan/díklórmetani við neina af 

bylgjulengdunum sem voru prófaðar.  Í þeim sýnum sem úrhlutuð voru með 

hexan/bútanóli kom einn toppur fram sem ekki kom fyrir í blanki. Rástími hans var um 

4,5 mínútur en þessi toppur sást einnig í EDI úrhlutun en var töluvert minni. Toppur við 

rástímann 3,5 kom fram hjá sýnum úrhlutuðum með EDI sem ekki komu fram í blanki 

né í hexan/bútanól úrhlutunum. Erfitt var að lesa úr þessum niðurstöðum hvort um 

afleiðuna væri að ræða í öðru hvoru tilfellinu sérstaklega þar sem öll sýnin voru í sama 

styrkleika og því ekki hægt að bera saman stærð toppa við mismunandi styrk. Flatarmál 

undir toppunum var mest við bylgjulengdirnar 320/460 nm. Á mynd 5-3 má sjá toppa 

fyrir annarsvegar EDI úrhlutun (bláu topparnir) og hins vegar hexan/bútanól við 

320/460 nm. Eins og sést á myndinni var kerfið óstöðugt og grunnlína 

greiningarferilsins var mjög hreyfð. Blank sýnin voru mjög hrein og engir toppar komu 

fram í þeim.  
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Mynd 5-3. Toppar fyrir azo-morfín sýni, úrhlutun með EDI (blár) og hexan/bútanóli (rauður). Bylgjulengdir 320/460 
nm.  
 

TLC 

TLC plata með öllum sýnum úr sýnaröð 1 var skoðuð undir útfjólubláu ljósi og kannað 

hvort flúrljómun kæmi fram hjá efnunum. Enginn blettur sýndi flúrljómun þegar platan 

var skoðuð við bylgjulengdina 350 nm.  

5.2.1.4 Sýnasett 2 

HPLC-DAD 

Engir toppar komu fram hjá sýnum úrhlutuðum með díetýleter. Nokkuð stór toppur með 

rástíma um 3,1 mínútu kom hins vegar fram í öllum öðrum sýnum og virtist stækka 

hlutfallslega við aukinn styrk sýna. Toppurinn kom þó einnig fram í blanki, lítill í EDI 

úrhlutunum en mjög stór í tólúen/bútanól úrhlutuninni. Þegar UV róf toppsins var 

skoðað sást að hámarksgleypni var við ≈ 288 nm. Hámarksgleypni azo-morfín 

afleiðunnar er í kringum 350 nm samkvæmt Alnajjar og El-Zaria (2008) en aftur á móti 

er hámarksgleypni morfíns á útfjólubláa sviðinu á bilinu 285-298 nm (Clarke o.fl., 

2004).   

HPLC-FLD 

Enginn toppur var sýnilegur við rástímann 3,1 mínúta í neinum sýnum. Toppurinn sem 

sást í DAD við 3,1 mínútu virtist því ekki flúrljóma. Engir toppar voru sýnilegir í FLD 

sem talið var að gætu verið azo-afleiðan.  



57 

Mynd 5-4. Flæðirit yfir sýni sem útbúin voru með 
afleiðumyndun 3. TEA:tríetýlamín 

5.2.1.5 Afleiðumyndun 3 – Hlutlausar aðstæður  

Á mynd 5-4 má sjá sýni sem voru útbúin 

með afleiðumyndun 3. Kúplun var 

framkvæmd við pH 7, tveir 

úrhlutunarvökvar prófaðir og þrír HPLC 

flæðivökvar. xTerra var notuð áfram í 

allar keyrslur. Í HPLC-DAD var gleypni 

mæld við bylgjulengdirnar 220, 236, 288 

nm. Í HPLC-FLD voru notaðar 

örvunarbylgjulengdir 320 og 350 og 

ljómunarbylgjulengdir 420, 440, 460, 480 

og 500 nm í öllum keyrslum  

 

HPLC-DAD 

Þrír toppar komu fram með HPLC-DAD. Á mynd 5-5 má sjá greiningarferla fyrir blank 

sýni og sýni í styrkjunum 100 og 200 µg/ml í súrum fæðivökva (pH 3,05) úrhlutuðum 

með EDI. Blankur er táknaður með bláum, 100 µg/ml með rauðu og 200 µg/ml með 

grænu. Á myndinni sést að toppur-3 við 3,15 mínútur stækkar ekki við aukinn styrk en 

toppar 1 og 2 við 1,9 og 2,4 mínútu stækka báðir eftir því sem styrkur lausna eykst.  

 

Mynd 5-5. Greiningarferill fyrir sýni úr afleiðumyndun 3. Sýnin voru úrhlutuð með EDI (6:4:1) og keyrð með HPLC-
DAD með flæðivökva 3 (pH 3,05). Toppar merktir T-1, T-2 og T-3 eftir því í hvaða röð þeir birtast. 
 

Kúplun	
  við	
  	
  	
  	
  	
  	
  
pH	
  7	
  

Úrhlutun	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
EDI	
  (4:6:1)	
  

Vatn/ACN/TEA	
  
pH	
  8,5-­‐9	
  

ACN/CH2O2	
  
pH	
  3,05	
  

ACN/NaHCO3+	
  
pH	
  7	
  

Úrhlutun	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
Tól/bút	
  

Vatn/ACN/TEA	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
pH	
  8,5-­‐	
  9	
  

ACN/CH2O2	
  
pH	
  3,05	
  

ACN/NaHCO3+	
  
pH	
  7	
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Við breytingu á sýrustigi flæðivökvans hliðruðust topparnir til.  Á mynd 5-6 má sjá 

toppa fyrir sýni í styrknum 200 µg/ml, í mismunandi flæðivökvum. Við að auka 

sýrustig flæðivökva úr pH 3,05 (bláir toppar) upp í pH 7 (grænir toppar) lengdist 

rástíminn og toppur 3 kom á undan toppi 2 en rástími fyrir topp 1 breyttist mun minna. 

Við að skipta yfir í flæðivökva með pH 9 (rauðir toppar) styttist rástími efnanna aftur en 

toppur 3 kom áfram á undan toppi 2. Svörun er einnig mismunandi eftir sýrustigi, 

toppur 2 er stærri við pH 9 en við pH 3,05 en toppur 3 er jafnstór. Almennt virðist vera 

minni svörun við pH 7. Betri aðgreining á milli toppana þriggja var við pH 9 en við pH 

3,05. 

  

Mynd 5-6. Hliðrun toppa við mismunandi sýrustig flæðivökva. Bláir toppar: pH 3,05; rauðir toppar : pH 9; grænir 
toppar: pH7.  
 

UV róf toppana voru skoðuð og borin saman. Í töflu 5-5 má sjá við hvaða bylgjulengdir 

hámarks gleypni var fyrir efnin í sýnunum.  

Tafla 5-5.  Hámarksgleypni efna úr afleiðumyndun 3. 

Toppur Hámarks  
gleypni (nm) 

pH 3,05 

Hámarks  
gleypni (nm) 

pH 7 

Hámarks  
gleypni (nm) 

pH 9 
1 345 - - 

2 285 285 298 

3 320 338 348 

 

Af þessum þremur toppum samsvaraði UV-róf fyrir topp 3 best rófinu sem gefið er upp 

í grein Alnajjar og El-Zaria (2008). UV-róf fyrir topp 3 auk UV-rófs sem gefið er upp í 

áður nefndri grein má sjá í viðauka B. 
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HPLC-FLD 

Eftir að niðurstöður úr HPLC-DAD keyrslunni lágu fyrir var ákveðið að keyra sýnin 

sem voru úrhlutuð með EDI aftur. Þau voru keyrð á HPLC með flæðivökva 3 (pH 3,05) 

og skipt var yfir á FLD. Kom enginn af áðurnefndum toppum fram með FLD skynjara, 

sjá greiningarferil á mynd 5-7 að neðan,bláa línan er fyrir sýni í styrknum 100 µg/ml en 

rauð fyrir 200 µg/ml. 

 
Mynd 5-7. Greiningarferill af sýnum útbúnum með afleiðumyndun 3 og úrhlutun með EDI. Sýnin keyrð með HPLC-
FLD og súrum flæðivökva  (ACN/CH2O2, pH 3,05) við bylgjulengdir 320/460. Blá lína táknar sýni í styrknum 100 
µg/ml en rauð 200µg/ml. 
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5.2.2 Smíði og einangrun á azo-morfín afleiðu 

5.2.2.1 Afleiðumyndun og einangrun 

Útfelling myndaðist fljótlega eftir að lausnunum var blandað saman. Útfellingin sem 

myndaðist var appelsínugul á litinn og lausnin sem síuð var frá var skær rauð. Eftir síun 

og þurrkun reyndist myndefnið 93,5 mg. Ef reiknað er með að allt myndefnið sé azo-

morfín afleiða þá eru heimtur úr efnahvarfinu 0,2 mmól eða 40%. Heimtur má sjá í töflu 

5-6.  

Tafla 5-6. Heimtur úr azo-morfín afleiðumyndun.  
Efni Mólvigt 

(g/mól) 
Magn 
(mg) 

Magn 
(mmól) 

Morfín 285 142 0,5 

Myndefni-3 
(Azo-morfín?) 

469 93,5 0,2 

 

5.2.2.2 HPLC-DAD/FLD – xTerra súla 

Sýni keyrð á xTerra með ACN/CH2O2 flæðivökva með pH 3,05. Gleypni var mæld á 

DAD við bylgjulengdirnar 220, 236 og 356 nm. Skipt var svo yfir í FLD þar sem 

örvunarbylgjulengdirnar voru 320 og 350 nm og ljómun mæld við 420, 440, 460, 480 

og 500 nm. Niðurstöður úr HPLC-DAD komu ekki vel út.  Einn lítill toppur kom fram í 

sýnum sem ekki kom fram í blank sýnum með rástíma við 1,8 mínútu og stækkaði hann 

við aukin styrk sýna. Þegar UV róf toppsins var skoðað sást að hámarksgleypni var við 

220 nm og rófið var ekkert líkt þekktu rófi azo-morfíns. Niðurstöður úr HPLC-FLD 

sýndu einn lítinn topp við rástímann 1,2 mínútur sem stækkaði við aukin styrk sýna.  

5.2.2.3 UV róf af myndefni 

3 

Niðurstöður úr UV mælingu 

sýndu að myndefni 3 hafði 

hámarksgleypni við 232 og 

356 nm. UV-rófið má sjá á 

mynd 5-8. Þetta samsvarar 

Mynd 5-8. UV róf af myndefni 3 (0,1 mg/mL) í etanóli. 



61 

vel rófinu sem Alnajjar og El Zaria (2008) gefa upp í grein sinni.  

5.2.2.4 HPLC-DAD – Symmetry súla 

5.2.2.4.1 Bylgjulengd 236 nm  

Skipt úr C18 súlu yfir á C8 súlu, sjá töflu 4-4. Flæðivökvi 4, ACN/NaHCO3,var notaður 

og keyrt á stigli, sjá töflu 4-6. Gleypni mæld við 220, 236 og 288 nm. Tveir toppar sáust 

við 236 nm sem ekki komu fram í blank sýnum. Báðir toppar stækkuðu í réttu hlutfalli 

við aukinn styrk sýna. Rástími toppana var 1,6 mínútur annars vegar og 1,8 mínútur 

hins vegar. Toppurinn við 1,6 mínútu var um það bil tvöfalt stærri en toppurinn við 1,8 

mínútu, báðir toppar þó tiltölulega litlir að stærð. UV-róf toppana líktust ekki UV rófi 

azo-morfíns, en hámarksgleypni þeirra var við 315 og 285 nm.  

5.2.2.4.2 Bylgjulengd 356 nm  

Sömu sýni keyrð aftur við sömu aðstæður á HPLC nema gleypni mæld við 356 nm í 

stað 236 nm. Við 356 nm kom fram mjög skarpur og flottur toppur með rástíma, 0,65 

mínútu. Sá toppur hafði hámarksgleypni við 360 nm og UV rófið ekki ósvipað UV rófi 

azo morfíns. Toppurinn stækkaði einnig í hlutfalli við aukinn styrk sýna.   

5.2.2.4.3 MeOH/NaHCO3 (90:10) 

Skipt var út flæðivökva 4 fyrir flæðivökva 5, metanól kom inn í stað ACN. Aðrar 

aðstæður óbreyttar. Rástími toppsins jókst úr 0,65 mínútum í 1,29 mínútu. Toppurinn 

var ekki sjáanlegur í blanki og stækkaði í hlutfalli við aukinn styrk sýna.  UV-róf af 

toppnum sýndi að um sama topp var að ræða og í HPLC-DAD keyrslu á undan, sjá 

5.2.2.4.2. 

5.2.2.4.4 MeOH/NaHCO3, mismunandi hlutföll  

Við að minnka hlutfall metanóls í flæðivökva úr 90% í 70% jókst rástími toppsins í 3,75 

mínútur. Við 60% metanól var rástími kominn í 7,19 mínútur og við 50% metanól kom 

enginn toppur þannig að rástíminn var orðinn lengri en keyrslutíminn sem var 13 

mínútur. Á mynd 5-9 má sjá toppinn við mismunandi rástími, greiningarferlarnir hafa 

verið felldir saman og sést þá hvernig toppurinn hliðrast til við breytingar á flæðivökva.  
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Mynd 5-9. Hliðrun á toppi við rástímann 0,73 mín. með því að skipta út flæðivökva 4 fyrir flæðivökva 5. Hliðrun 
verður einnig við að breyta styrk metanóls á móti stuðpúða í flæðivökva 5.  

5.2.2.5 HPLC-FLD 

Eftir að niðurstöður úr 5.2.4.4 lágu fyrir var ákveðið að mæla sýnin með FLD við 

örvunarbylgjulengdirnar 320 og 350 nm og ljómunarbylgjulengdirnar 420, 440, 460, 

480 og 500 nm. Flæðivökvi 5, MeOH/NaHCO3 (70/30), var notaður. Niðurstöður sýndu 

engan topp með rástímann 3,7 mínútur. Einn lítill toppur kom fram á greiningarferlinum 

með rástíma um 1,07 mínútu. Toppurinn stækkaði hlutfallslega við aukinn styrk sýna og 

var stærstur þegar örvað var við 320 nm og ljómun mæld við 440 nm.  

5.2.2.6 NMR 

NMR róf var borið saman við NMR róf af azo-morfíni sem gefið er upp í grein Alnajjar 

og El-Zaria (2008). Topparnir sem koma fram við 1,7 – 4,5 ppm eru toppar sem þekkt 

er að tilheyri morfín kjarnanum og stóri toppurinn við 2,3 ppm tilheyrir líklegast 

metýlkeðju á amínónóhóp morfíns (Goldstein o.fl., 1985). Toppur við 4,9 ppm kemur 

ekki fram á viðmiðunarrófi og eins vantar topp við 7 ppm á rófinu fyrir myndefni-3.  

NMR róf fyrir myndefni 3 má sjá á mynd 5-10 og NMR viðmiðunarróf ásamt NMR rófi 

fyrir myndefni 3 má sjá í viðauka B.  
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Mynd 5-10. H-NMR róf af myndefni-3 (azo-morfíni). 
 

5.2.2.7 Sýni fyrir flúrljómunarmæli 

Engin flúrljómun mældist í lausnum af styrkleikunum 10-4 M og 10-9 M.  Fljúrljómun 

mældist hins vegar í lausninni sem var í 1 mg/ml styrk. Hámarks flúrljómun var við 

bylgjulengdina 439 nm.  
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5.3 Myndun própansýruestera af 6-MAM og morfíni fyrir GC/MS 

5.3.1 Ákvörðun rástíma 

5.3.1.1 Skimun 

Tveir toppar komu fram á GC/MS með skimunaraðferð. Fyrri toppurinn hafði rástíma 

við 7,6 mínútur en seinni toppurinn við 7,9 mínútur. Massaróf toppana voru skoðuð og 

borin saman við þekkt massaróf morfín-própanesters og 6-MAM-própanesters 

(Galloway o.fl., 1998). Niðurstöður bentu til þess að fyrri toppurinn tilheyrði 6-MAM-

própanester og seinni toppurinn morfín-própansýruester en greiningarferil og 

massarófin má sjá í viðauka C. Í töflu 5-7 má sjá hvaða jónir voru sterkastar í 

massarófum efnanna.   

Tafla 5-7. Rástímar og sterkustu jónir 6-MAM-própanesters 
og morfín-própanesters 

Efni Rástími 
(mín) 

Jónir 

6-MAM-
própanester 

7,6 327, 268, 383 

Morfín-
própanester 

7,9 341, 268, 397 

 

5.3.1.2 SIM 

Sýnin voru keyrð aftur og notuð var SIM aðferð, með henni fæst meira næmi en með 

skimunaraðferð. Ákveðið var að leita eftir þeim jónum sem komu sterkast út á 

massarófi efnanna úr fyrri keyrslu. Fyrir 6-MAM-própanester voru því valdar jónirnar 

327 og 383 og fyrir morfín-própanester voru valdar jónirnar 341 og 397. Jón 268 var 

ekki valin vegna þess að hún er sterk í rófum beggja efna. Tveir toppar komu fram með 

SIM aðferðinni við sömu rástíma og á undan, 7,6 og 7,9 mínútur. Topparnir stækkuðu í 

hlufalli við aukinn styrk sýna.  

5.3.2 Innri staðall 

5.3.2.1 Morfín-d3 

Sýnin voru keyrð með SIM aðferð. Fyrir innri staðal, morfín-d3-própanester, var leitað 

ýmist af jón 344, 271eða 400.  
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5.3.2.2 Stöðugleiki toppa innri staðals 

Flatarmál toppa innri staðals í staðalsýnum var ekki stöðugt. Á mynd 5-11 má sjá 

hvernig topparnir stækka eftir því sem styrkur staðla eykst.  

 
Mynd 5-11. . Flatarmál toppa fyrir innri staðal, morfín-d3, í stöðlum af mismunandi styrkleikum. 

5.3.2.3 Staðalkúrfa 

Á mynd 5-12 má sjá staðalkúrfu fyrir morfín og 6-MAM þegar tekið er tillit til innri 

staðals. Ákveðið var að nota jón 341 í staðalkúrfu þar sem það er sterkasta jónin, en 

útreikningar með hinum jónunum gáfu mjög svipaðar niðurstöður og má sjá í viðauka 

C.  Ákveðið var að nota einnig sterkustu jón hvers efnis til magngreiningar. Sterkasta 

jón morfín-própanester er 341 og jón 327 er sterkust fyrir 6-MAM-própanester.  

 
Mynd 5-12. Staðalkúrfa fyrir morfín-própanester og 6-MAM-própanester með morfín-d3 sem innri staðal. 

Á mynd 5-13 má sjá niðurstöður úr sömu keyrslu nema þar er ekki tekið tillit til innri 

staðals. Þar má sjá flatarmál toppa á móti styrk staðla.  
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Mynd 5-13. Staðalkúrfa morfín-própanester og 6-MAM-própanester án innri staðals. 

 

5.3.2.3.1 Sýni 

Útfrá staðalkúrfum var reiknaður styrkur 6-MAM og morfíns í sýnum. Niðurstöðurnar 

má sjá í töflu 5-8. Þvagsýni A og B höfðu verið mæld áður á RLE og mældist þá styrkur 

morfíns 8,5 µg/mL í sýni A og 1,7 µg/mL í sýni B. Einföld sýni voru útbúin fyrir 

staðalviðbótarsýni en tvöföld sýni fyrir þau sem voru án staðlviðbótar. Niðurstöðurnar í 

töflu 5-8 fyrir sýni án staðalviðbótar er því meðaltal tveggja mælinga.   

 

Tafla 5-8. Mældur styrkur morfín  og 6-MAM í þvagsýnum með og án staðalviðbótar.  

Efni mælt Sýni A 
(µg/mL) 

Sýni A + 
staðalviðbót 
(0,25 µg/ml) 

Sýni A + 
staðalviðbót 
(0,5 µg/mL) 

Sýni B 
(µg/mL) 

Sýni B + 
staðalviðbót 

(0,25 µg/mL) 

Sýni B + 
staðalviðbót 
(0,5 µg/mL) 

Án innri staðals 

Morfín 8,36 8,41 9,36 1,75 1,78 1,80 

6-MAM - 0,218 0,501 - 0,223 0,458 

Með innri staðli (morfín-d3, jón 341) 

Morfín 5,22 5,14 3,82 0,99 0,975 1,17 

6-MAM - 0,117 0,194 - 0,103 0,273 

 

Eins og sést í töflunni fannst ekkert 6-MAM þvagsýnum án staðalviðbóta. Þegar styrkur 

sýna er reiknaður með tilliti til innri staðals fást gildi sem eru mun lengra frá réttu gildi 

heldur en þegar styrkur er reiknaður án innri staðals. Hafa ber í huga að styrkur morfíns 
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er mun meiri en styrkur sterkasta staðalsins þannig að reiknaður styrkur morfíns er ekki 

marktækur heldur eingöngu til viðmiðunar.   

5.3.2.4 Kódín-d3 

5.3.2.4.1 Ákvörðun rástíma kódín-própanester 

Keyrt var bæði á skimunaraðferð og SIM aðferð. Rástími fyrir kódín-própanester var 

7,2 mínútur og massaróf sýndi að sterkustu jónir voru 355, 282 og 229. Toppur fyrir 

kódín stækkaði hlutfallslega við aukinn styrk sýna. Jónir 341 og 327 komu ekki fram að 

neinu verulegu leyti hjá kódín-própanester. Ekkert kódín fannst í þvagsýnunum.  

5.3.2.4.2 Staðalkúrfa með og án innri staðals 

Á mynd 5-14 má sjá staðalkúrfu fyrir öll efnin þrjú, morfín, kódín og 6-MAM þegar 

tekið er tillit til innri staðalsins kódín-d3. Styrkur innri staðals var mældur út frá 

sterkustu jóninni sem var 358. Eins og sést á myndinni er fylgnistuðull staðalkúrfanna á 

bilinu 0,9977-0,9999 en fylgnistuðull kódíns var hæstur. 

 

 
Mynd 5-14. Staðalkúrfa fyrir própanester af morfíni, kódíni og 6-MAM, innri staðall er kódín-d3. 

Á mynd 5-15 má sjá staðalkúrfu fyrir sömu sýni þar sem ekki er tekið tillit til innri 

staðals. Fylgnistuðull staðakúrfanna er svipaður í báðum tilvikum.  
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Mynd 5-15. Staðalkúrfa fyrir própanestera af morfíni, kódíni og 6-MAM án innri staðals. 

Toppar fyrir innri staðal voru nokkuð stöðugir, stærð þeirra breyttist ekki mikið við 

aukningu á styrk staðla en stærð þeirra var mæld út frá sterkustu jóninni, jón 358. Stærð 

toppana má sjá á mynd 5-16. 

 
Mynd 5-16. Flatarmál toppa fyrir innri staðal, kódín-d3, í stöðlum af mismunandi styrkleikum. 

5.3.2.5 Reiknaður styrkur sýna 

Reiknaður var út styrkur staðalviðbóta 6-MAM og kódíns í þvagsýnunum, út frá 

staðalkúrfu með innri staðli, sjá mynd 5-11. Skekkja var reiknuð með jöfnu 1 og má sjá 

niðurstöður útreikninga í töflu 5-9:  
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Tafla 5-9. Styrkur morfíns, kódíns og 6-MAM út frá staðalkúrfum með innri staðlinum kódein-d3. 
Staðalviðbót 

(ng/mL) 
Reiknuð gildi 

Kódín 
(ng/mL) 

Skekkja 
(%) 

Reiknuð gildi           
6-MAM 
 (ng/mL) 

Skekkja  
(%) 

Reiknuð gildi 
Morfín 
(ng/mL) 

Skekkja  
(%) 

250 329 31 232 7,2 6464  24 

250 -  173 31 7472 12 

500 640 28 517 3,4 6581 23 

500 -  545 9 6283 26 

 

Einnig var prófað að reikna út styrk sýna út frá staðalkúrfu án innri staðals sem sést á 

mynd 5-12. Þar mældist meiri skekkja í útreikningum fyrir kódín og 6-MAM en 

útreikningar á styrk morfíns komu hins vegar betur út þegar innri staðli var sleppt. 

Útreiknuð gildi má sjá í viðauka C. 
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5.3.3 Bestun á úrhlutunaraðferð 

5.3.3.1.1 Sýrustig  

Mynd 5-17 sýnir hvernig flatarmál toppa fyrir 6-MAM-própanester breytist við 

mismunandi sýrustig við úrhlutun. Eins og sést á myndinni er töluverð dreifing á 

mældum gildum fyrir sýnin sem voru úrhlutuð við pH 8,5 en dreifingin er minni hjá 

sýnum úrhlutuðum við pH 9 og 9,8. P-gildi fyrir hallatölu bestu línu er 0,84 sem bendir 

til að þetta sýrustigsbil hafi ekki áhrif á úrhlutun 6-MAM. Miðað er við að p-gildi sé 

undir 0,05 svo það teljist marktækur munur á milli breyta. Áhrif sýrustigs á úrhlutun 

innri staðals, kódín-d3 voru einnig skoðuð og p-gildi reiknað en það reyndist vera 0,12. 

Útreikninga á p-gildi má sjá í viðauka C. 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.3.1.2 Úrhlutunarvökvi 

Á mynd 5-18 má sjá flatarmál toppa fyrir 6-MAM þegar úrhlutað var annars vegar með 

EDI (6:4:1) og tólúen/bútanóli (9:1) hins vegar. Súlurnar sýna meðaltal tveggja mælinga 

en lítil dreifing var á mældum gildunum.  

 
Mynd 5-18. Flatarmál toppa fyrir 6-MAM-própanester eftir úrhlutun með EDI og tólúen/bútanól blöndu. 
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 Á mynd 5-19 má sjá flatarmál toppa fyrir innri staðal, kódín-d3, við úrhlutun með 

mismunandi úrhlutunarvökvum. Súlurnar sýna meðaltal tveggja mælinga en einnig var 

lítil dreifing á gildum fyrir innri staðal.  

 
Mynd 5-19. Flatarmál toppa fyrir innri staðal, kódín-d3, eftir úrhlutun með EDI og tólúen/bútanól blöndu. 

5.3.4 Bestun afleiðumyndunar 

5.3.4.1.1 Hitastig  

Á mynd 5-20 má sjá hvaða áhrif hitastigsbreyting hefur á myndun 6-MAM 

própanesters. P-gildi fyrir hallatöluna reyndist vera 0,097 sem er örlítið hærra en 

viðmiðunagildið 0,05.  

 
Mynd 5-20. Áhrif mismunandi hitastigs á afleiðumyndun 6-MAM. 
 

Áhrif hitastigs á afleiðumyndun innri staðals voru einnig skoðuð, sjá mynd 5-21. P-gildi 

fyrir hallatölu var 0,034 sem er undir viðmiðunargildinu, 0,05.  

0	
  

1000	
  

2000	
  

3000	
  

4000	
  

5000	
  

6000	
  

EDI	
   Tól/bút	
  

Fl
at
ar
m
ál
	
  to
p
p
a	
  

Úrhlutunarvökvi	
  

Kódín-­‐d3	
  (IS)	
  

0	
  
20000	
  
40000	
  
60000	
  
80000	
  
100000	
  
120000	
  
140000	
  
160000	
  

40	
   50	
   60	
   70	
   80	
  

Fl
at
ar
m
ál
	
  to
p
p
a	
  

Hitastig	
  (°C)	
  



72 

 
Mynd 5-21. Áhrif mismunandi hitastigs á afleiðumyndun kódín-d3. 
 

5.3.4.2 Tími  

Á mynd 5-22 má sjá hvaða áhrif tímalengd afleiðumyndunar hefur á svörun 6-MAM 

própanester. Bláu punktarnir tákna fyrri keyrslu þar sem tímarnir 20, 30 og 40 mínútur 

voru prófaðir, tvö sýni útbúin fyrir hvern tíma. Heldur mikil dreifing er á flatarmáli 

toppa við 20 og 40 mínútur en flatarmál toppa eftir 30 mínútna afleiðumyndun er 

nokkuð stöðugt. P-gildi fyrir halltölu fyrri keyrslu var 0,126. Rauðu punktarnir tákna 

flatarmál toppa í seinni keyrslunni sem var framkvæmd. Þar voru prófaðir tímarnir 10, 

20 og 30 mínútur og þrjú sýni útbúin fyrir hvern tíma, fyrir 10 mínútur voru einungis 

tvö sýni mæld þar sem þriðja sýnið tapaðist. P-gildi fyrir hallatölu í seinni keyrslu var 

0,586. 

 
Mynd 5-22. Áhrif tíma afleiðumyndunar á toppastærð 6-MAM-própanester. 

0	
  
1000	
  
2000	
  
3000	
  
4000	
  
5000	
  
6000	
  
7000	
  
8000	
  

40	
   50	
   60	
   70	
   80	
  

Fl
at
ar
m
ál
	
  to
p
p
a	
  

Hitastig	
  (°C)	
  

IS-­‐Kódín-­‐d3	
  	
  

0	
  
20000	
  
40000	
  
60000	
  
80000	
  
100000	
  
120000	
  
140000	
  
160000	
  
180000	
  

0	
   20	
   40	
   60	
  

Fl
at
ar
m
ál
	
  to
p
p
a	
  

Tími	
  (mín)	
  

Fyrri	
  keyrsla	
  

Seinni	
  keyrsla	
  



73 

Á mynd 5-23 má sjá hvaða áhrif tímalengd afleiðumyndunar hafði á flatarmál toppa 

innri staðals í báðum keyrslum. Bláu punktarnir sýna niðurstöður úr fyrri keyrslu en 

rauðu punktarnir fyrir seinni keyrslu. P-gildi fyrir kódín-d3 í fyrri keyrslu var 0,967 en í 

seinni keyrslunni 0,003.  

 
Mynd 5-23. Áhrif tíma afleiðumyndunar á innri staðal 
 

Á mynd 5-24 má sjá áhrif tímalengd afleiðumyndar á morfín, kódín og 6-MAM 

samtímis. Rauðu punktarnir tákna morfín, grænu kódín og bláu 6-MAM. P-gildi fyrir 

hallatölurnar má sjá í töflu 5-10. P-gildi fyrir morfín og kódín eru tölvert fyrir neðan 

viðmiðunargildið en fyrir 6-MAM er p-gildið fyri ofan viðmiðunargildi.  

 
Mynd 5-24. Áhrif tíma afleiðumyndunar á morfín, kódín og 6-MAM. 

 
Tafla 5-10. P-gildi fyrir hallatölur morfín, 6-MAM og kódín á mynd X. 

Efni P-gildi 

6-MAM 0,126 

Morfín 0,004 

Kódín 0,008 
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5.3.5 Línuleiki 

Á mynd 5-25 má sjá staðalkúrfur fyrir morfín, kódín og 6-MAM á styrkleikabilinu 5 – 

200 ng/ml. Staðalkúrfa er útbúin með tvöföldum stöðlum. Eins og sést á myndinni er 

línuleiki allra staðalkúrfa góður, fylgnistuðull á bilinu 0,98-0,99. Mestur línuleiki er hjá 

6-MAM en minnstur hjá morfíni. Staðlar voru útbúnir í vatni og keyrðir samdægurs. 

Mælingabil aðferðarinnar var því ákvarðað útfrá staðalkúrfu 5-200 ng/ml.  

 
Mynd 5-25. Staðalkúrfa fyrir morfín, kódín og 6-MAM. 
 

Til þess að staðfesta línuleika staðalkúrfanna var framkvæmt einhliða F-próf. Miðað við 

staðalkúrfu með stöðlum af 5 styrkleikum og 2 sýni af hverjum þarf F-gildið að vera 

undir 4,82 til að kúrfan teljist línuleg. Útreikningar sýndu að F-gildi fyrir 6-MAM var 

1,08, fyrir morfín var það 1,12 og fyrir kódín 1,33. F-prófið staðfesti því línuleika 

staðalkúrfanna þriggja. Útreikninga á F-gildi má sjá í viðauka D. 

5.3.6 Niðurstöðutöflur 

Í töflum 5-11, 12 og 13 má sjá niðurstöður úr mælingum sem framkvæmdar voru fyrir 

ákvörðun á áreiðanleika, nákvæmni og næmi aðferðarinnar. Sex sýni voru útbúin af 

hverjum styrk en mistök ollu því að eitt sýni af 75 ng/mL innihélt engan innri staðal og 

var því ónothæft. 
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Tafla 5-11. Niðurstöður úr útreiknuðum styrk 6-MAM í þvagsýnum. 
 Sýni 1  15 

ng/mL 
Sýni 2 

35 ng/mL 
Sýni 3 

75 ng/mL 
Fjöldi mælinga 

(n) 
6 6 5 

Meðaltal 15,6 34,9 76,7 

Staðalfrávik 1,97 2,55 4,52 

RSD*(%) 12,6 7,30 5,90 

Áreiðanleiki (%) 104 99,6 102 
*RSD: Hlutfallslegt staðalfrávik (e. Relative standard deviation) 

Tafla 5-12. Niðurstöður úr útreiknuðum styrk morfíns í þvagsýnum. 
 Sýni  

 15 ng/mL 
Sýni 2 

35 ng/mL 
Sýni 3 

75 ng/mL 
Fjöldi mælinga (n) 6 6 5 

Meðaltal 14,0 36,0 84,1 

Staðalfrávik 1,6 1,47 2,8 

RSD*(%) 11,5 4,07 3,33 

Áreiðanleiki (%) 93,3 102,8 112,1 
*RSD: Hlutfallslegt staðalfrávik (e. Relative standard deviation) 

Tafla 5-13. Niðurstöður úr útreiknuðum styrk kódíns í þvagsýnum.  
 Sýni  

 15 ng/mL 
Sýni 2 

35 ng/mL 
Sýni 3 

75 ng/mL 
Fjöldi mælinga (n) 6 6 5 

Meðaltal 15,3 34,4 102 

Staðalfrávik 0,43 0,98 15,2 

RSD*(%) 2,80 2,85 14,9 

Áreiðanleiki (%) 102 98,2 136 
*RSD: Hlutfallslegt staðalfrávik (e. Relative standard deviation) 

 

5.3.7 Áreiðanleiki 

Neðst í töflum 5-11, 12 og 13 má sjá útreikninga fyrir áreiðanleika mælinganna. 

Áreiðanleikinn var reiknaður sem hlutfall á milli meðaltals mældra gilda og 

raunverulegs gildis. Áreiðanleiki fyrir 6-MAM kemur best út, undir 5% frá 

raunverulegu gildi í öllum tilvikum. Áreiðanleiki fyrir morfín var ekki eins góður, 

eingöngu einu sinni undir 3% frá réttu gildi. Í hinum mælingunum reyndist morfín um 7 

og 12 % frá réttu gildi. Áreiðanleiki fyrir kódín var góður í styrkjum 15 og 35 ng/ml, í 
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báðum tilfellum undir 3% frá réttu gildi en lítill áreiðanleiki var í sýnum af styrknum 75 

ng/mL en áreiðanleikinn mældist um 36% frá réttu gildi.  

5.3.8 Nákvæmni 

5.3.8.1 Innankeyrsludreifing 

Nákvæmni innankeyrsludreifingar er metin út frá staðalfráviki og hlutfallslegu 

staðalfráviki sem sjá má í töflum 5-10,11 og 12. Staðalfrávik fyrir 6-MAM var á bilinu 

1,97 – 4,52 og jókst eftir því sem styrkur sýna hækkaði og hlutfallslegt staðalfrávik var 

á bilinu 5,9 – 12,6 % og lækkaði eftir því sem styrkur sýna jókst. Staðalfrávik fyrir 

morfín voru lægri en fyrir 6-MAM, þau voru á bilinu 1,6 -2,8 og hækkuðu einnig eftir 

því sem styrkur sýna jókst. Hlutfallslegt staðalfrávik mældist á bilinu 3-11%. 

Niðurstöður fyrir kódín sýndu staðalfrávik á bilinu 0,43-0,98 fyrir sýni 1 og 2 en 

staðalfrávik fyrir sýni 3 mældist 15,19 og skar sig því nokkuð úr. Hlutfallslegt 

staðalfrávik var 3% fyrir sýni 1 og 2 en 15% fyrir sýni 3.  

5.3.8.2 Millikeyrsludreifing  

Niðurstöður úr millikeyrsludreifingu má sjá í töflum 5-14, 15 og 16. Millikeyrslur voru 

framkvæmdar með viku millibili, af sitthvorum rannsóknarmanninum og skipt var um 

súlu í gasgreininum á milli keyrslu 2 og 3. Staðalkúrfa fyrir kódín í keyrslu þrjú var 

ómarktæk og því var ekki hægt að reikna út styrki fyrir kódín í þeirri keyrslu. 

Tafla 5-14. Niðurstöður úr millikeyrslu fyrir 6-MAM. 
Millikeyrsla Sýni  1         

5 ng/mL 
Sýni 2          

15 ng/mL 
Sýni 3            

35 ng/mL 
Sýni 4        

75  ng/mL 
Sýni 5      

150 ng/mL 

Mæld gildi 

1 4,56 15,6 34,9 76,7 - 

2 6,39 17,1 36,0 77,1 150 

3 4,32 13,2 35,1 80,9 155 

Meðaltal 5,09 15,3 35,3 78,2 153 

Staðalfrávik 1,13 1,97 0,59 2,32 3,54 

RSD* (%) 22,24 12,86 1,66 2,96 2,32 

Áreiðanleiki 
(%) 

101,8 102 100,95 104,31 101,67 

*RSD: Hlutfallslegt staðalfrávik (e. Relative standard deviation) 
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Tafla 5-15. Niðurstöður úr millikeyrslu fyrir morfín. 
Millikeyrsla Sýni 1    

5 ng/mL 
Sýni 2     

15 ng/mL 
Sýni 3     

35 ng/mL 
Sýni 4     

75 ng/mL 
Sýni 5    

150 ng/mL 

Mæld gildi 

1 4,15 14,0 36,0 84,1 - 

2 0.71 13.3 37.8 83.8 163 

3 2,59 12,6 34,2 79,3 146 

Meðaltal 2,48 13,3 36,0 82,4 155 

Staðalfrávik 1,72 0,70 1,80 2,68 12,0 

RSD* (%) 69,3 5,26 5,00 3,25 7,78 

Áreiðanleiki 
(%) 

49,7 88,7 103 110 103 

*RSD: Hlutfallslegt staðalfrávik (e. Relative standard deviation) 

Tafla 5-16. Niðurstöður úr millikeyrslu fyrir kódín.  
Millikeyrsla Sýni 1   

5 ng/mL 
Sýni 2        

15 ng/mL 
Sýni 3     

35 ng/mL 
Sýni 4     

75 ng/mL 
Sýni 5 150 

ng/mL 

Mæld gildi 

1 5,26 15,32 34,36 101,87  

2 6.1 15.9 35.6 75.3 153 

3 - - - - - 

Meðaltal 5,68 15,6 35,0 88,6 153 

Staðalfrávik 0,59 0,41 0,88 18,8  

RSD* (%) 10,5 2,63 2,51 21,2  

Áreiðanleiki 
(%) 

114 104 1,00 1,18 102 

*RSD: Hlutfallslegt staðalfrávik (e. Relative standard deviation)  
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5.3.9 Næmi 

5.3.9.1 Greiningarmörk  

Í töflu 5-17 má sjá niðurstöður úr ákvörðunum á greiningarmörkum fyrir 6-MAM. 

Eingöngu í styrknum 5 ng/mL voru báðar jónir, 327 og 383, greinanlegar. Ákveðið var 

því að skilgreina greiningarmörk aðferðarinnar 5 ng/mL.  

Tafla 5-17. Niðurstöður úr ákvörðunum á greiningamörkum 6-MAM. 
6-MAM 
(ng/ml) 

Sýni A      
Jón 327 

Sýni A          
Jón 381 

Sýni B         
Jón 327 

Sýni B         
Jón 383 

0,5 - - - - 

1 X - - - 

2,5 X - X - 

5 X X X X 

10 X X X X 

X: Jón greinanleg í sýni 
- :Jón ekki greinanleg í sýni 
 

5.3.9.2 Magngreiningarmörk  

Í töflu 5-18 má sjá niðurstöður úr ákvörðun á magngreiningarmörkum fyrir morfín og 

kódín. Þessi sýni voru keyrð með millikeyrslu 2 þannig að ekki var hægt að mæla sýni 

fyrir kódín vegna ómarktækrar staðalkúrfu. Hlutfallslegt staðalfrávik fyrir 6-MAM í 

styrknum 5 ng/ml mældist vera 30% og fyrir morfín reyndist það vera 22%. 

Tafla 5-18. Niðurstöður úr ákvörðun magngreiningamarka. 
Sýni 6-MAM  

(ng/ml) 
Morfín 
(ng/ml) 

1 5.77 3.12 

2 3.59 3.45 

3 3.10 2.38 

4 3.42 2.12 

5 6.17 2.00 

6 3.85 2.50 

Meðaltal 4.32 2.59 

Staðalfrávik 1.31 0.57 

RSD* (%) 30.3 22.1 

Áreiðanleiki 
(%) 

86 52 

*RSD: Hlutfallslegt staðalfrávik (e. Relative standard deviation)  



79 

 

5.3.10 Traustleiki kerfis  
Samkvæmt niðurstöðum úr kafla 5.3.3 virðist aðferðin nokkuð stöðug fyrir 6-MAM 

hvort sem úrhlutað er með EDI eða tólúen/bútanóli. Sýrustig þvagsýnis við úrhlutun á 

bilinu pH 8,5 -9,8 hefur ekki mikil áhrif á stærð toppa 6-MAM en þó einhver áhrif. 

Hitastig afleiðumyndunar skiptir máli og er svörun meiri þegar afleiðumyndun fer fram 

við 70°C en við 50 og 60°C. Tími afleiðumyndunar fyrir 6-MAM skiptir ekki máli á 

milli 10 og 40 mínútna en tíminn skiptir máli upp á svörun morfíns og kódíns. Morfín 

og kódín sýna meiri svörun við hvarftímana 20 og 30 mínútur en við 10 mínútur. Annar 

rannsóknamaður var látinn prófa aðferðina og hafði það ekki áhrif á niðurstöður. Einnig 

voru tvær greiningarsúlur notaðar og kom það heldur ekki að sök. Niðurstöður úr 

millikeyrsludreifingu fyrir morfín benda til að aðferðin sé nokkuð traust á bilinu 15-150 

ng/ml þrátt fyrir fáar mælingar. Of fáar mæliniðurstöður  á styrknum 5 ng/ml liggja fyrir 

til að hægt sé ákvarða traustleika hennar með nokkurri vissu. Hlutfallslegt staðalfrávik 

fyrir 6-MAM er heldur mikið við 5 ng/ml þó svo að áreiðanleiki sé góður. Fyrir styrkina 

15-150 ng/ml er hlutfallslegt staðalfrávik orðið heldur minna og áreiðanleikinn áfram 

góður. Það bendir til þess að mælingar á 6-MAM séu nokkuð traustar á bilinu 15-150 

ng/ml.  
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6 UMRÆÐUR 

6.1 Efnasmíðar 

6.1.1 Heróín 

Fyrst var notuð aðferðin sem Klemenc (2008) lýsir, þar sem astýleringin tekur ekki 

nema 5-6 mínútur. Sú aðferð hljómaði mjög spennandi þar sem tíminn er oft naumur. 

Raunin var hins vegar sú að þessi aðferð kostaði mun meiri tíma en ráð var gert fyrir. 

Vandamálið var að eftir að asetýleringin hafði átt sér stað gekk mjög illa að aðskilja 

hvatann frá heróíninu sem hafði myndast. Bæði efnin eru veikir basar og því gekk illa 

að úrhtuta heróínið án þess að fá einnig 4-DMAP með. Eftir nokkrar árangurslitlar 

tilraunir við úrhlutun og endurkristöllun var því ákveðið að fara ekki lengra með þessa 

aðferð heldur nota þess í stað gamalkunna aðferð sem oft hefur verið líst áður en hér var 

stuðst við aðferðarlýsingu Garrido o.fl. (2002). Þessi aðferð gekk mun betur, hvarfið 

sjálft tók að vísu mun lengri tíma en þegar upp var staðið var þessi aðferð mun 

fljótlegri. Niðurstöður úr TLC sýndu að myndefnið innhélt heróín og bentu auk þess til 

að ekkert morfín væri til staðar. Tilraun var gerð til að úrhluta myndefnið, það 

mynduðust fallegir kristallar en við skolun leystust þeir upp aftur. Til þess að koma í 

veg fyrir að tapa efni var ákveðið að sleppa endurkristöllun. Leysir var því einfaldlega 

inngufaður frá og efnið þurrkað. Unnið var með mjög lítið magn efna, ekki nema 0,5 

mmól af upphafsefni því mikilvægt að það tapaðist ekki. Heimtur voru nokkuð góðar 

eða um 70% en ekki var tekið fram í grein Garrido o.fl. (2002) hverjar heimtur voru hjá 

þeim.  

6.1.2 6-mónóasetýlmorfín  

Hér var haldið áfram að vinna útfrá aðferð sem Garrido o.fl. (2002) lýsa þar sem 

hýdroxýlammóníumklóríð er notað til að hýdrólýsera asetýlhóp í stöðu 3 á heróíninu. 

Heimtur voru ágætar en þær voru um 40 % og niðurstöður úr GC/MS  sýndu að 6-

MAM hafði myndast. Niðurstöður úr TLC bentu hins vegar til þess að myndefnið 

innihéldi blöndu af 6-MAM og morfíni. Stærð bletta fyrir 6-MAM og morfín á plötunni 
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voru svipaðir og því líklegt að töluvert af heróíninu umbrotnað í morfín en slíkt er ekki 

óalagent við myndun 6-MAM  Það er ekki óalgengt að hýdrólýsering verði í bæði stöðu 

3 og 6 og myndað morfín í stað 6-MAM en það er vel þekkt við myndun 6-MAM, en þá 

verður hýdrólýsering í stöðu 3 og 6 Það er ekki óalgengt að hýdrólýsering verði í bæði 

stöðu 3 og 6 og myndað morfín í stað 6-MAM en það er vel þekkt við myndun 6-MAM, 

en þá verður hýdrólýsering í stöðu 3 og 6 (Geier o.fl., 1996)       

6.2 Myndun azo-afleiða fyrir HPLC-FLD 

6.2.1 Myndun díasóníum jónar 
Myndun díasóníum jónarinnar skiptir verulegu máli upp á að afleiðumyndunin geti átt 

sér stað og var forvitnilegt að sjá hversu mikil áhrif örlítil breyting hafði á útlit og 

eiginleika lausnarinnar. Það sem kom kannski mest á óvart var að aðferðinni sem 

Alnajjar og El-Zaira (2008) lýsa var ekki hægt að fylgja eftir. Þeir tala um að leysa upp 

um það bil 170 mg af föstu efni í 1 ml af saltsýru en efnin leystust engan veginn upp 

heldur festust þau í botninum og mynduðu hálfgerðan graut. Anilín stofnlausnirnar 

reyndust hins vegar ágætlega og sú aðferð var notuð í flestar tilraunirnar en þegar 

prófað var að leysa anilínið upp í veikri saltsýru og bæta natríum nítríti út í og hræra í 3 

mínútur mynduðust gular útfellingar í lausninni. Hugsanlegt er að þar hafi myndast 

svokallað gult anilín (e. Yellow aniline) sem er litarefni. Það er myndað með því bæta 

anilíni út í lausn af díasóníum jónum og hrista lausnina (Clark, 2007) Það hefði verið 

skemmtilegt að prófa að útbúa lausnina en ekki hafa hana  á segulhræru og sjá hvort 

útfellingin hefði myndast. Á mynd 6-1 má sjá hvernig anilín og díasóníum jónin kúpla 

og mynda gult anilín.   

Mynd 6-1. Myndun á litarefninu gulu anilíni eða "aniline yellow" (Clark, 2007) 
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6.2.2 Þróun afleiðumyndunar 

6.2.2.1 Afleiðmyndun 1 – Samkvæmt aðferð Alnajjar (2008) 

Hér var unnið útfrá aðferðalýsingunni sem Alnajjar og El-Zaria (2008) lýsa. Vonast var 

til að geta staðsett rástíma azo-morfíns og azo-6-MAM afleiðanna í þessum keyrslum. 

Engin efni komu hins vegar út á HPLC súlunni sem sýndu flúrljómun í líkingu við það 

sem búist var við. Tilraunir voru gerðar bæði með að skipta um súlu og flæðivökva en 

án árangurs. Beckman súlunni var skipt út fyrir Kinetex súlu, ein af ástæðum þess var 

sú að Beckman súlan þolir ekki sýrustig hærra en 7,5 þannig að skipta þurfti henni út til 

að geta prófað flæðivökva 2 (pH 9). Eftir að hafa keyrt sýnin nokkrum sinnum í gegnum 

Kinetex súluna var orðið mjög erfitt að fá stöðugleika á grunnlínu greiningarferilsins. 

Möguleg skýring á því er að óhvarfað afleiðuefni hafi sest inn á súluna en afleiðuefnið 

var í miklu yfirmagni í sýnunum.  

6.2.2.2 Afleiðumyndun 2 – Basískar aðstæður  

Í þeim greinum þar sem afleiðumynduninni er lýst er talað um að við basískar aðstæður 

hvarfist díasóníum jónin við morfín og 6-MAM og myndi azo-afleiður (A. Alnajjar, 

2008). Hvergi í þessum greinum er þó að finna upplýsingar um nákvæmtsýrustig 

kúplunar. Ákveðið var því að prófa að láta morfín og díasóníum jónina kúpla við pH ≈ 

9. Í þessari keyrslu var tekin ákvörun um að gera eingöngu tilraunir á morfíni til að 

byrja með þar sem mjög lítið var til af 6-MAM, eftir á að hyggja var það ef til vill 

veikleiki í rannsókninni þar sem megin markmiðið var að greina 6-MAM. Ákveðið var 

einnig að úrhluta afleiðuna úr sýnunum til að losna við afgangs afleiðuefni þar sem það 

var að valda vandræðum í fyrri keyrslum. Tilraunir voru gerðar á þremur mismunandi 

úrhlutunarvökvum og skipt var um súlu. Hér var markmiðið að reyna að finna og 

staðsetja rétta toppinn en það tókst ekki. Erfitt var að segja hvað olli því að engir toppar 

komu fram, helsta skýringin var að ekki tókst að útbúa afleiðuna og þess vegna kæmi 

engin flúrljómun fram. Því var ákveðið að halda áfram að vinna með þróun á 

afleiðumynduninni en á sama tíma voru gerðar tilraunir með ýmsa úrhlutunar- og 

flæðivökva.  
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Prófað varað setja sýnin á TLC plötu og kanna hvort þau flúrljómuðu. Ef svo hefði 

verði hefði verið hægt að staðfesta að sýnin innihéldu flúrljómandi afleiður en enginn 

flúrljómun kom fram á plötunum í neinum af þeim skiptum sem það var prófað. 

Spurning er hvort efnin hafi verið í nægilega miklum styrk á plötunni til þess að 

flúrljómunin væri greinanleg en nokkrir styrkleikar voru þó prófaðir án árangurs.  

 

6.2.2.3 Afleiðumyndun 3 – Hlutlausar aðstæður 

Þrír toppar komu fram á greiningarferli þegar þessi sýni voru keyrð á HPLC-DAD. 

Niðurstöður sýndu að við að breyta sýrustigi flæðivökvanna hliðruðust topparnir til á 

greiningarferlinum, allir nema fyrsti toppurinn hann stóð næstum alveg í stað. Það gæti 

bent til þess að efnið sem tilheyrir toppi 1 sé ójónanlegt efni og því ólíklegt að þar sé á 

ferðinni azo-morfín afleiðan. Toppar 2 og 3 koma tiltöluega fljótt út af súlunni við pH 

3,0 og 9 en rástími þeirra jókst töluvert við pH 7. Þetta gæti bent til þess að þarna væru 

á ferðinni amfóter efni eða efni sem innihalda bæði sýru og basa hóp. Við pH 3,0 og 9 

myndu efnin vera að mestu leiti á jónuðu formi og því ferðast hratt í gegnum óskautaða 

súluna með tiltölulega skautuðum ferðafasanum. Aftur á móti við pH 7 væri hluti 

efnanna á ójónuðu formi og ferðuðust því hægar í gegnum súluna. Þar sem morfín er 

amfóter efni var hugsanlegt að þarna væri azo-morfín afleiðan á ferð. Þegar UV róf 

toppana voru skoðuð var það toppur 3 sem þótti líklegastur til að vera azo-morfín 

afleiðan, með hámarksgleypni við 348 við pH 9.  Til að komast að því hvort toppurinn 

flúrljómaði voru sýnin keyrð aftur með FLD. Eins og áður kom ekki fram fljúrljómun 

hjá neinum toppanna. Prófað var að keyra sýni á GC/MS til sannkennslis með 

skimunaraðferð. Leitað var að jónum 411, 299 og 180 fyrir azo-morfín en engar þessara 

jóna var að finna í sýnunum. Þó er ekki hægt að útiloka að azo-morfín hafi verið til 

staðar þó það hafi ekki komið fram á GC/MS. Ekki er vitað til þess að þessar afleiður 

hafi verið mældar með gasgreini áður og því engar upplýsingar um það hvort það sé 

mögulegt. Gasgreiningin hefði því eingöngu getað staðfest tilvist azo-morfín 

afleiðunnar en ekki afsannað hana.    

6.2.2.4 Afleiðumyndun 4 – Mismunandi stuðpúðar 

Sýni sem útbúin voru með þessari aðferð voru ekki keyrð á HPLC heldur eingöngu 

keyrð á GC/MS og TLC framkvæmt. Eftir á að hyggja hefði verið sniðugt að keyra þau 
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einnig á HPLC en tilgangurinn með þessari afleiðmyndun var fyrst og fremst að athuga 

hvort sýnin flúrljómuð á TLC plötu. Niðurstöður sýndu hins vegar að ekkert af efnunum 

flúrljómaði. Ákveðið var að gera aðra tilraun með að keyra sýnin á GC/MS, en nú voru 

notaðar aðrar aðstæður á gasgreininum. Hitastillingin var önnur, notað var lægra 

upphafshitastig og hitastigið hækkað á minni hraða en áður. Auk þess var keyrslutíminn 

styttur. Margir toppar komu fram á greiningarferlinum og var gagnasafn í tölvu látið 

leita að efnum með svipuð massaróf og topparnir á greiningarferlinum. Niðurstöðurnar 

úr tölvunni voru tillögur að þremr azo-efnasamböndum og óhvörfuðu morfíni. Þegar 

þessar niðurstöður lágu fyrir var komist að þeirri niðurstöðu að sennilega væri afleiðan 

ekki nægilega fleyg fyrir gasgreiningu en sameindin inniheldur meðal annars 

hýdroxýlhóp sem dregur úr rokgirni efnisins.  

  

6.2.2.5 Smíði og einangrun á azo-morfín afleiðu 

Þar sem illa gekk að fá staðfestingu á því hvort afleiðan væri að myndast var ákveðið að 

smíða afleiðuna og einangra eins og Alnajjar (2008) lýsir. Um leið og díasóníum 

lausninni og morfín upplausninni var blandað saman breyttist liturinn á lausninni úr 

gulum í rauðan og útfelling myndaðist mjög fljótlega. Vel gekk að sía frá og þurrka 

myndefnið. Byrjað var á að keyra sýni af myndefninu bæði á HPLC-DAD og FLD. 

Ekkert kom út úr þeim keyrslum þannig að ákveðið var að taka UV róf af efninu í 

ljósmæli, bæði til þess að geta borið það saman við þekkt róf af azo-morfíni og til að sjá 

við hvaða bylgjulengd hámarksgleypni efnisins væri. UV rófið sýndi að hámarksgleypni 

var við 356 og 232 nm og rófið líktist mjög viðmiðunarrófi frá Alnajjar og El-Zaria 

(2008) en hámarksgleypni viðmiðunarrófs var við 350 og 230 nm. Á báðum rófum kom 

dalur við um það bil 270 nm. Þegar þessar niðurstöður lágu fyrir var farið að gruna að ef 

til vill væri afleiðan föst inn á súlunum. Azo-morfín er tiltölulega stór sameind, með 

mólmassann 469 g/mól, og því gat það vel hugsast. Í framhaldi af því var því ákveðið 

að skipta um súlu. Skipt var út C18 súlu fyrir C8 súlu með það í huga að reyna að koma 

efninu hraðar út af súlunni. C8 súlan var Symmetry súla frá Waters, hún hafði sama 

innra þvermál og sömu kornastærð og xTerra súlan en var styttri. Stærri efni flæða oft 

auðveldar í gegnum C8 súlur en C18 súlur þar sem minni hindrun er af stöðufasanum á 

leiðinni í gegnum súluna. Einnig voru niðurstöðurnar úr UV rófinu nýttar til að velja 
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hentuga bylgjulengd fyrir DAD. Ákveðið var því að velja þá bylgjulengd sem efnið 

hafði hámarksgleypni og því var valin bylgjulengdin 356 nm. Við þessa keyrslu kom 

fram skarpur og flottur toppur við rástímann 0,73 mínútur þegar lesið var af DAD við 

356 nm. Þegar UV róf toppsins var skoðað benti það til þess að þarna væri afleiðan 

komin, hámarksgleypni efnisins var við 360 og rófið líktist viðmiðunarrófinu. 

Toppurinn var hins vegar mjög lítill sérstaklega þegar horft er á styrk sýnanna sem var 

50 – 200 µg/mL en markmiðið var að mæla efnin í nanógrömmum og jafnvel í 

píkógrömmum. Rástíminn var einnig of stuttur þannig að næstu skref fóru í að lengja 

rástímann. Byrjað var á að prófa að skipta út ACN fyrir metanól í flæðivökvanum en 

með því var verið að draga örlítið úr skautun flæðivökvans. Það varð til þess að 

toppurinn kom örlítið seinna út af súlunni en rástíminn var enn of stuttur. Mismunandi 

hlutföll af metanóli og stuðpúða (pH 7) voru því prófuð og eftir því sem hlutfall 

metanóls jókst því lengri varð rástíminn. Hlutfallið 70% metanól og 30% stuðpúði kom 

best út en þá var rástími toppsins kominn í 3,7 minútur. Aðstæðum var haldið óbreytt og 

sýnin keyrð strax á eftir með FLD. Enginn toppur kom fram við rástímann 3,7 mínútur 

eins og vonast var til en lítill toppur kom fram við rástímann 1,07 mínútur. Það var því 

sama niðurstaða og áður, toppurinn sem talinn var vera azo-morfín afleiðan flúrljómaði 

ekki.   

6.2.2.6 NMR-róf 

Í framhaldinu var ákveðið að senda sýni af myndefninu í NMR greiningu og mæla það í 

flúrljómunarmæli. NMR róf af efninu var borið saman við þekkt NMR róf af azo-

morfíni og sást að töluverður skyldleiki var á milli rófanna tveggja. Þó voru toppar sem 

komu fram á viðmiðunarrófi sem sáust ekki í rófi myndefnisins og öfugt. NMR rófið 

gaf því vísbendingar um að að myndefnið innihéldi azo-morfín afleiðuna en ýmis frávik 

voru þó frá þekktu rófi. Líklegt er því að myndefnið sé ekki hreint.  

6.2.2.7 Flúrljómun 

Flúrljómunarróf var mælt af myndefninu í styrknum 10-4 M og 10-9 M. Ekki vottaði 

fyrir flúrljómun í þessum styrkleikum þannig að ákveðið var að þynna stofnlausn af 

myndefninu (myndefni 3; 10 mg/mL) í 1 mg/mL og prófa að mæla flúrljómun. Þá kom 

fram flúrljómun og toppurinn náði yfir bylgjulengdarbilið 398-510 nm og 

hámarksljómun var við 439 nm. Því miður reyndist ekki mögulegt að ná mynd af 
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flúrljómunarrófinu sem mælt var  úr tölvunni vegna tæknilegra örðugleika. Alnajjar 

(2008) talar um að azo-morfín afleiðan hafi hámarksljómun við 410 nm. Þessar 

niðurstöður sýndu fram á að það væri eitthvað efni í myndefninu sem flúrljómaði en 

flúrljómunin var ekki nægilega sterk til þess að koma fram við 10-9 M eða 10-4 M þó 

svo að slíkt hafi verið gert í rannsókn Alnajjars (2008). Annar möguleiki er að ef til vill 

hefur þynning lausnanna tekist illa. Framkvæma þurfti raðþynningu til að ná styrk 

lausnanna svona langt niður þannig að mögulegt er að blöndun hafi ekki verið nægilega 

góð.  

Þegar hingað var komið var ákveðið að hætta frekari tilraunum á þessari aðferð. 

Búið var að prófa margar mismunandi aðferðir við afleiðumyndun, mismunandi 

úrhlutunarvökva, fjórar HPLC súlur, mismunandi flæðivökva og bæði FLD- og DAD 

skynjara við mismunandi bylgjulengdir án árangurs. Illa gekk að fá svörun með HPLC 

og erfitt að segja hvað það var sem olli því. Líklegustu skýringarnar á hvernig þetta fór 

eru þær að annað hvort var afleiðumyndunin ekki að takast eða að efnið hreinlega fór 

aldrei út af súlunum eftir að því hafi verið spratauð inn. Skamkvæmt Alnajjar og El-

Zaria (2008) eru afleiðurnar stöðugar við stofuhita allt upp í nokkra mánuði og því 

ólíklegt að niðurbrot afleiðanna hafi átt sér stað. Prófað var að panta nýtt anilín en það 

breytti litlu. Fylgt var þeim aðferðum við afleiðumyndun sem lýst hefur verið í fyrri 

greinum og því erfitt að segja hvers vegna rannsóknin skilaði ekki niðurstöðum í 

samræmi við niðurstöður fyrri rannsókna (A. Alnajjar, 2008; A. O. Alnajjar og  El-

Zaria, 2008).  
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6.3 Myndun própansýruestera af 6-MAM og morfíni fyrir GC/MS 

6.3.1 Ákvörðun rástíma 

Fyrsta keyrslan gekk mjög vel, tveir toppar komu fram og massaróf þeirra bentu til að 

þarna væru á ferðinni própanesterar af morfíni og 6-MAM en rófin voru borin saman 

við þekkt massaróf efnanna (Melent'ev, 2004). Auk þess að skoða massarófin var horft 

á hvort topparnir stækkuðu við aukinn styrk sýna og hlutfallið á milli sterkustu jóna 

hvers efnis var einnig skoðað. Jónahlutfallið á að haldast svipað þó svo að styrkur 

sýnanna aukist. Allir þessir þættir stóðust fyrir efnin tvö þannig að hægt var að fullyrða 

með nokkurri vissu að þetta væru réttu topparnir. Ákveðið var að byrja að prófa að 

asýlera við 30°C í 60 mínútur (Skender o.fl., 2002) en misjafnt er hvaða tími og hitastig 

hefur verið notað en dæmi er um að asýlerað hefur verið við 90° í 30 mínútur 

(Melent'ev, 2004), 40°C í 60 mínútur (O'Neal og  Poklis, 1998) eða 100°C í 45 mínútur 

(Geier o.fl., 1996). Ákveðið var að nota sömu úrhlutunaraðferð og notuð er á RLE við 

úrhlutun ópíóíða úr lífsýnum. Það var gert til þess að reyna að auka bæði þægindi og 

hagkvæmni aðferðarinnar fyrir rannsóknarstofuna. Þar sem própansýruafleiðan er ekki 

mikið frábrugðin asetýleruðu afleiðunum sem mældar eru á RLE var einnig ákveðið að 

halda áfram með sömu aðstæður og GC/MS  og lýst var í kafla 4.1.1.  

6.3.2 Innri staðall 

Morfín-d3 reyndist ekki góður innri staðall fyrir þessa aðferð. Topparnir stækkuðu í 

hverri keyrslu eftir því sem styrkur staðla jókst. Staðalkúrfan, þegar tekið var tillit til 

innri staðals, var samt sem áður með háan fylgnistuðul og þess vegna var prófað að 

reikna út styrk sýna út frá jöfnu bestu línu. Útreiknaður styrkur sýna var um það bil 

helmingi lægri en raunverulegur styrkur. Þegar búin var til staðalkúrfa þar sem ekki var 

tekið tillit til innri staðals og styrkur sýna reiknaður út fengust gildi sem voru mun nær 

raunverulegum gildum. Ástæðan fyrir því að morfín-d3 reyndist ekki góður innri staðall 

gæti verið sú að morfín-própanester innihaldi einnig jónirnar sem notaðar voru til að 

mæla morfín-d3-própanester, 344, 271 og 400. Það er ekki ólíklegt þar sem styrkur innri 

staðals fór hækkandi eftir því sem styrkur sýna jókst. Ef nota á innri staðal er 

nauðsynlegt að hann svari eins við mismunandi styrk staðla og sýna. Dæmi eru um að 
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ýmis önnur efni hafi verið notuð sem innri staðall við mælingar á ópíóíðum, t.d. 6-

MAM-D6, kódín-d3 (O'Neal og  Poklis, 1998) og meþaqualon (Geier o.fl., 1996) en best 

er að reyna að velja innri staðal sem líkist efninu sem á að mæla sem mest án þess þó að 

það trufli mælingar þess (Skoog o.fl., 1998).   

6.3.2.1 Kódín-d3 

Ákveðið var að prófa að nota kódín-d3 sem innri staðal þar sem ekki gekk að nota 

morfín-d3. Hefði 6-MAM-d3 verið til á rannsóknarstofunni hefði það orðið fyrir valinu 

en svo var hins vegar ekki. Ákveðið var því að bæta staðalviðbót af kódíni í sýnin auk 

6-MAM þannig að sýnin innihéldu því morfín, kódín og 6-MAM. Mjög mikill kostur 

væri að geta greint og magngreint þessi þrjú efni í einu og sömu keyrslunni. Mun betur 

gekk að nota kódín-d3 og toppar þess voru nokkuð stöðugir í gegnum alla staðlana. 

Staðalkúrfur fyrir öll efnin þrjú þegar tekið var tillit til innri staðals höfðu háan 

fylgnistuðul, hæstur var fylgnistuðullinn hjá kódíni, síðan 6-MAM og að lokum hjá 

morfíni. Þegar útbúin var staðalkúrfa þar sem ekki var tekið tillit til innri staðals var 

línuleikinn örlítið betri fyrir 6-MAM en hins vegar verri fyrir morfín og kódín en 

munurinn var ekki mikill. Áberandi var hvað styrkur kódíns mældist hærri en 

raunverulegur styrkur í sýnum, hugsanlegt er að ástæðan geti verið truflun frá innri 

staðli, kódín-d3. Útreikningar á styrk 6-MAM í sýnum komu nokkuð vel út nema um 

óvenju mikla skekkju var að ræða í einu sýnanna. Ástæðan fyrir því gæti verið að efni 

hafi tapast við úrhlutun eða við afleiðumyndun. Morfín úr sama sýni mældist hins vegar 

með minni skekkju. Bak við hvert gildi er eingöngu ein mæling þannig að erfitt er að 

draga ályktanir út frá þeim heldur eru þau meira til viðmiðunar. Kódín-d3 kom samt sem 

áður mun betur út sem innri staðall heldur en morfín-d3 og því var ákveðið að nota hann 

áfram.   

 

6.3.3 Bestun á úrhlutunaraðferð 

Almennt má segja um niðurstöður úr þessum hluta að heldur erfitt hafi verið meta 

raunveruleg áhrif breytanna þar sem einungis um tvö sýni var að ræða fyrir hverja 

breytu. Dreifing mældra gilda var oft mikil og því erfitt að draga ályktanir út frá 

niðurstöðunum. Ef tími hefði gefist til hefði verið skemmtilegt að endurtaka þessar 
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tilraunir og nota fleiri sýni til þess að mæla hverja breytu en tíminn var því miður af 

skornum skammti.  

6.3.3.1.1 Sýrustig  

Samkvæmt p-gildi hallatölu skipti ekki máli við hvaða sýrustig á bilinu pH 8,5 – 9,8 

efnin voru úrhlutuð. Fyrir sýni úrhlutuð við pH 8,5 og 9 var töluverð mikil dreifing á 

mældum gildum en breytileikinn minnkaði þó við pH 9,8.  

Ef sýrustigin þrjú eru hins vegar skoðuð út frá pKa gildum 6-MAM, 7,96 og 9,46, án 

tillits til niðurstaðna þá er líklegt að við pH 9,8 sé stór hluti efnisins á jónuðu formi og 

úrhlutist þess vegna verr yfir í lífrænan fasa. Við sýrustigin pH 8,5 og 9 er 6-MAM hins 

vegar að mestum hluta ójónað og því ættu þau sýrustig að henta betur. Einhver munur 

gæti verið á heimtum við úrhlutun við pH 8,5 og 9 en til þess að komast að því þyrfti að 

framkvæma samskonar próf og helst að nota fleiri en tvö sýni.  

6.3.3.1.2 Úrhlutunarvökvi 

Tólúen/bútanól blandan sem notuð var í byrjun hefur reynst vel á RLE til úrhlutunar á 

ópíóíðum og þess vegna lá beinast við að nota hann áfram. Gallinn við þann vökva hins 

vegar er sá að það getur tekið langan tíma að inngufa hann burtu eftir úrhlutun og því er 

reynt að nota eins lítið rúmmál og komist má af með. Eftir því sem hlutfall lífræna 

fasans er meira því meira af efninu dreifist yfir í hann en til þess að spara tíma eru 

notaðir eingöngu 3 mL af úrhlutunarvökva á móti 2 mL af vatnsfasa. Sennilega myndu 

nást betri heimtur ef notaðir væru 5 mL en það er þó ekki víst. EDI inniheldur mun 

rokgjarnari efni og því tekur mun styttri tíma að inngufa hann burt. Eter er hins vegar 

mjög öflugur úrhlutunarvökvi en ýmiss önnur óæskileg efni úr lífsýnunum eiga það til 

að úrhlutast samhliða og trufla mælingar. Niðurstöður sýndu að meiri svörun var hjá 6-

MAM í sýnum sem úrhlutuð voru með tólúen/bútanóli en hjá þeim sem úrhlutuð voru 

með EDI, einnig mældist innri staðall sterkari í tólúen/bútanól úrhlutun. Í mælingum á 

efnum eins og 6-MAM, þar sem efni eru í mjög lágum styrk getur örlítill munur í 

svörun skipt máli og því var ákveðið að halda áfram með tólúen/bútanól 

úrhlutunarvökvann. Sú ákvörðun var einnig tekin með það í huga að aðferðin yrði sem 

líkust fyrri mælingaraðferð á ópíóíðum sem notuð hefur verið á RLE.  
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6.3.4 Bestun afleiðumyndunar 

6.3.4.1 Hitastig  

P-gildi hallatölunar í þessu tilviki var rétt fyrir ofan viðmiðunarmörk og samkvæmt því 

ætti það ekki að hafa áhrif á svörun 6-MAM hvort afleiðumyndun færi fram við 50, 60 

eða 70°C. Þó virðist vera eins og það verði aukin svörun hjá 6-MAM eftir því sem 

hitastigið er aukið. Ákveðið var þó að halda áfram að nota 60°C en ef til vill hefði verið 

sniðugt að prófa að nota hærri hita og stytta tímann til sjá hvaða áhrif það hefði haft á 

svörun efnisins. Eina hættan er sú að 6-MAM hýdrólýserist yfir í morfín þegar það er 

meðhöndlað við mikinn hita en hins vegar sjást ekki vísbendingar um að það gerist við 

að hækka hitann um 10°C eða úr 60°C upp í 70°C. Aftur á móti þegar skoðuð voru áhrif 

hitastigs á afleiðumyndun innri staðals var p-gildi fyrir hann undir viðmiðun. Það bendir 

til þess að við aukið hitastig gangi asýlering á kódíni-d3 hraðar. Til þess að reyna að 

tryggja að sem mest af innri staðlinum asýlerist þá væri sennililega betra að nota hærri 

hita svo lengi sem það hafi ekki áhrif á styrk 6-MAM.  

6.3.4.2  Tími  

6.3.4.2.1 6-MAM 

Niðurstöður úr fyrri keyrslunni, 20-40 mínútur, voru ekki nógu góðar þar sem mikil 

dreifing var á mældum gildum. Niðurstöður bentu hins vegar ekki til þess að það fengist 

betri svörun við 40 mínútna afleiðumyndun en við 20 mínútna þannig að í kjölfarið var 

ákveðið að endurtaka þennan hluta tilraunarinnar og freista þess fara niður í 10 mínútur. 

Einnig var ákveðið að fjölga sýnum úr tveimur i þrjú. Mun meiri samkvæmni var í 

niðurstöðum úr seinni keyrslunni og sýndi p-gildi hallatölu að enginn munur væri á 

svörun 6-MAM hvort sem afleiðumyndun færi fram í 10 eða 30 mínútur. Svo virðist 

sem 6-MAM asýlerist fljótt og eftir 10 mínútur, jafnvel minni tíma, sé allt 6-MAM 

orðið að 6-MAM-própanester. 

6.3.4.2.2 Innri staðall í 10-40 mínútur  

Áhrif tíma voru einnig skoðuð fyrir innri staðalinn, kódín-d3. Mikill munur var á 

niðurstöðum úr fyrri og seinni tilraun og má sjá hvaða áhrif það hefur á p-gildið þegar 

gildin eru fá og mikið dreifð. Í fyrri keyslunni var samkvæmt tölfræðiprófinu enginn 

munur á því hvort hvarftími var 20 eða 40 mínútur en í seinni keyrslunni var p-gildið 
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langt undir viðmiðunargildi sem gefur vísbendingu um að það skipti verulegu máli upp 

á svörun innri staðals hve lengi asýlering á sér stað. Þegar þessar niðurstöður lágu fyrir 

var ákveðið að kanna einnig hvaða áhrif tími afleiðumyndunar hefði á svörun morfíns 

og kódíns, en mikill kostur væri að geta greint og magngreint morfín og kódín ásamt 6-

MAM í einu og sömu keyrslunni  

6.3.4.2.3 Morfín, kódín og 6-MAM  

Þessi keyrsla gekk vel og lítil dreifing var á mældum gildum. Niðurstöðurnar bentu til 

þess að tími afleiðumyndunar skipti máli við asýleringu á bæði morfíni og kódíni. Svo 

virðist sem asýlering þeirra gangi hægar fyrir sig en ástæðan fyrir því gæti verið sú að 

það taki lengri tíma að asýlera alkóhólhóp í stöðu 6 en fenólhóp í stöðu 3. Bæði morfín 

og kódín hafa alkóhólhóp í stöðu 6 sem asýlerast með própansýruanhýdríði en 6-MAM 

hefur asetýlhóp í þeirri stöðu og asýlerast því eingöngu í stöðu 3. Það er í samræmi við 

asetýleringu morfíns í heróín en þá verður fyrst asetýlering í stöðu 3 og það myndast 3-

mónóastýlmorfín en það skref gerist tiltölulega hratt, en svo seinna verður astýlering í 

stöðu 6 og það myndast 3,6-díasetýlmorfín en það gerist mun hægar (Klemenc, 2002). 

Einnig virðist sem tíminn skipti mestu máli fyrir asýleringu á morfíni en það getur verið 

vegna þess að það verður asýlering á tveimur stöðum á sameindinni, bæði hjá 

phenólhóp í stöðu 3 og alkóhólhóp í stöðu 6. Niðurstöðurnar benda því til þess  að til 

geta með góðum árangri magngreint 6-MAM, morfín og kódín þyrfti afleiðutíminn að 

vera lengri en 10 mínútur og jafnvel þarf hann að vera lengri en 30 mínútur en ekki er 

öruggt að allt morfín og kódín sé hvarfað eftir 30 mínútur. Hins vegar þarf að hafa í 

huga að 6-MAM er viðkvæmt fyrir niðurbroti og við háan hita í lengri tíma gæti styrkur 

6-MAM minnkað og þar af leiðandi morfín styrkur aukist.  
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6.4 Gilding mæliaðferðar 

6.4.1 Línuleiki 

Línuleiki staðalkúrfanna var góður, fylgnistuðullinn var á bilinu 0,98-0,99 og allar 

staðalkúrfurnar þrjár stóðust F-próf og teljast því marktækt línulegar, sjá viðauka D. 

Samkvæmt viðmiðunarreglunum ICH Q (EMEA, 1994) þarf að sýna fram á að 

staðalkúrfa sé línuleg með að minnsta kosti fimm stöðlum. Hér náðist að sýna fram á 

góðan línuleika staðalkúrfu með fimm stöðlum af mismunandi styrkleika á bilinu 5 – 

200 ng/mL fyrir öll efnin þrjú, morfín, kódín og 6-MAM. Það var einnig  útbúin 

staðalkúrfa fyrir efnin þrjú með styrkleikabilið 12,5 – 400 ng/mL, þar voru notaðir 

fimm staðlar og línuleikinn reyndist mjög góður hjá öllum efnum, fylgnistuðull yfir 

0,99 í öllum tilfellum. Línuleiki 6-MAM reyndist vera mestur hjá efnunum þremur 

6.4.2 Áreiðanleiki 

Áreiðanleiki 6-MAM kom nokkuð vel út, meðaltal mælinga  fyrir öll sýnin voru undir 5 

% frá raunverulegum styrk sýna. Aðferðin er því að minnsta kosti áreiðanleg á bilinu 

15-75 ng/mL fyrir 6-MAM. Hugmyndin var að mæla einnig sýni í styrknum 150 ng/mL 

en innri staðallinn kláraðist og því var ekki hægt að mæla sýni í þeim styrkleika. 

Áreiðanleiki morfín sýnanna var ekki eins góður og hjá 6-MAM, áreiðanleikinn var 

bestur í styrknum 35 ng/mL en lélegastur við 75 ng/mL. Ef til vill gæti verið tenging á 

milli þess að áreiðanleikinn er ekki eins góður hjá morfíni og að staðalkúrfa þess hefur 

komið verst út í öllum keyrslum. Áreiðanleiki fyrir kódín var góður fyrir, 15 og 35 

ng/mL, meðaltal mælinga rétt rúmlega 2% frá raunverulegum gildum. Áreiðanleikinn 

var hins vegar ekki góður í styrknum 75 ng/mL en þar var meðtaltal mældra gilda rúm 

35% frá réttu gildi. Ástæðan fyrir þessu gæti verið að eitthvað hafi farið úrskeiðis við 

mælingu á sýninu eða að mælingabil kódíns nái ekki upp í 75 ng/mL. 

6.4.3 Nákvæmni 

6.4.3.1 Innankeyrsludreifing 

Niðurstöður úr innankeyrsludreifingu fyrir 6-MAM sýndu að hlutfallslegt staðalfrávik 

var nokkuð gott, 6 og 7% í styrkjum 35 og 75 ng/ml en aðeins hærra við 15 ng/ml eða 
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13%. Niðurstöður fyrir morfín voru mjög svipaðar, hlufallslegt staðalfrávik var mest  

sýnum með styrknum 15 ng/ml eða 11%. Við 35 og 75 ng/ml var hlutfallslegt 

staðalfrávik 4 og 3%. Kódín kom aftur á móti betur út við 15 og 35 ng/ml en verst út í 

styrknum 75 ng/ml en það er í samræmi við það sem kom út í áreiðanleika prófinu. Það 

sem gæti hafað haft áhrif á nákvæmni þessara mælinga var að við úrhlutun mynduðust 

fleytur í þvagsýnunum. Mismikil fleytumyndun var á milli sýna og mun meiri í sýnum 

en í stöðlum sem voru útbúnir í vatni. Fleytur höfðu ekki myndast áður við úrhlutanir en 

erfitt er að segja nákvæmlega hvað olli því að það gerðist í þetta sinn. Fleytur eiga það 

meðal annars til að myndast þegar sýni eru hrist of mikið en ekki er vitað til að það hafi 

gerst hér. Nákvæmnin er annars nokkuð góð, fráviksstuðull alltaf undir 15 % og liggur á 

bilinu 3-15%. Í viðmiðunarregulum ICH er talað um að til að framkvæma 

innankeyrsludreifingu þurfi að skoða sýni af þremur styrkleikum og þrjú sýni af 

hverjum styrkleika (EMEA, 1994). Í þessari innankeyrsludreifingu voru hins vegar 

skoðaðir þrír styrkleikar og sex sýni í hverjum.  

6.4.3.2 Millikeyrsludreifing 

Ekki var unnt vegna tímaskorts að gera fleiri millikeyrslur en þrjár. Ákvörðun á 

millikeyrsludreifingu gekk þó vonum framar fyrir utan að ekki var hægt að magngreina 

kódín í keyrslu þrjú.  Skipt var um  súlu á milli keyrslna og virtist það ekki hafa mikil 

áhrif á mælingarnar sem rennir stoðum undir traustleika aðferðarinnar. Eina breytingin 

sem sást var að rástími efnanna færðist örlítið til, efnin komu nokkrum sekúndum 

seinna út af súlunni. Fyrir 6-MAM var efnið greinanlegt í öllum styrkleikum og 

áreiðanleiki nokkuð góður þó hlufallslegt staðalfrávik í sýnum í 5  ng/ml hafi verið í 

hærra lagi. Morfín sýni í styrknum 5 ng/ml komu ekki vel út í millikeyrslunni sem gæti 

þýtt það að ekki sé hægt að magngreina morfín í svona lágum styrk með aðferðinni. 

Morfín er yfirleitt í mun meiri styrk í þvagi en 6-MAM og það ætti því ekki að koma að 

sök þótt næmi aðferðarinnar sé hærri en 5 ng/ml fyrir morfín. Fyrir hina styrkleikana 

kom morfín ágætlega út, áreiðanleiki góður og hlutfallslegt staðalfrávik undir 8% í 

öllum tilvikum. Erfiðara er að meta niðurstöður úr millikeyrslu á kódíni þar sem 

eingöngu var hægt að gera tvær mælingar. Niðurstöður úr þeim mælingum líta hins 

vegar vel út fyrir öll sýni nema 75 ng/ml. Áreiðanleiki góður og hlufallslegt staðalfrávik 

lítið fyrir sýni af styknum 5, 15 og 35 ng/ml en   heldur hátt fyrir 75 ng/ml eða 21 %. Til 

þess að meta betur millikeyrsludreifingu aðferðarinnar þarf að framkvæma fleiri 
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prófanir og er stefnan að gera slíkt í framtíðinni á RLE, en þessar fyrstu niðurstöður lofa 

hins vegar góðu.  

6.4.4 Næmi 

6.4.4.1 Greiningarmörk  

Til þess að geta greint örugglega 6-MAM í sýni er nauðsynlegt að geta greint tvær 

sterkustu jónir efnisins, 327 og 383. Prófað var að fara niður í styrkleikann 0,5 ng og sjá 

hvort mögulegt væri að greina efnið. Það reyndist ekki mögulegt, jón 327 var 

greinanleg í styrknum 1 ng/ml í fyrri keyrslunni en í 2,5 ng/ml í seinni keyrslunni. Þar 

sem jón 383 var eingöngu greinanleg í 5 ng/mL var ákveðið að skilgreina 

greiningarmörkin 5 ng/mL. Mögulegt er þó að greiningarmörkin liggi einhversstaðar á 

bilinu 2,5 – 5 ng/mL. Algengt er að styrkur 6-MAM í þvagi mælist á bilinu nokkur 

nanógrömm og allt upp í nokkur míkrógrömm (O'Neal og  Poklis, 1998). 

Greiningarmörk upp á 5 ng/mL ættu því að vera nóg til að greina 6-MAM í þvagi en 

næmi aðferðarinnar er líklegast ekki nægilegt til greininga á 6-MAM í blóði.  

6.4.4.2 Magngreiningarmörk 

Markmiðið var að reyna að ná LOQ í 5 ng/ml. Niðurstöður úr þessari keyrslu sýndu 

hins vegar að svo var ekki. Áreiðanleiki var 86% hjá 6-MAM en ekki nema 52% hjá 

morfíni. Hlutfallslegt staðalfrávik var hins vegar mun meira hjá 6-MAM en morfíni eða 

30% á móti 22%. Þessar niðurstöður benda til þess að ekki sé hægt að magngreina með 

fullri vissu 6-MAM og morfín í styrknum 5 ng/ml með aðferðinni eins og hún er núna 

en vegna tímaskorts var bestun ekki fullreynd fyrir 6-MAM. Við leit að 6-MAM í 

lífsýnum skiptir magnið oft ekki öllu máli heldur skiptir meira máli að geta greint efnið 

í lágum styrk þar sem það eitt og sér staðfestir að viðkomandi einstaklingur hafi neytt 

heróíns. Þegar innankeyrslu niðurstöður eru bornar saman við millikeyrsludreifingu 

fyrir 5 ng/ml fyrir 6-MAM gæti frekari bestun aðferðar orðið til þess að tilsettum 

markmiðum fyrir LOQ eða 5 ng/ml verði náð.  

6.4.5 Traustleiki kerfis  

Mat á traustleika kerfisins byggðist á niðurstöðum úr bestun á úrhlutunaraðferð og 

afleiðumyndun ásamt millikeyrsludreifingu. Eins og kom fram þar þá voru eingöngu tvö 
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sýni fyrir hverja breytu í flestum tilfellum og oft mikil frávik á milli mældra gilda. Það 

gerði erfiðra fyrir að draga ályktanir út frá niðurstöðunum. Þær breytingar sem voru 

prófaðar virtutst hins vegar ekki hafa mikil áhrif á svörun efnanna en þó var oft örlítill 

munur sýnilegur. Það má því segja að aðferðin sé nokkuð traust á því bili sem prófað 

var en þó er nauðsynlegt er besta aðferðina betur með því að kanna áhrif breytanna á 

fleiri sýnum.   
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7 ÁLYKTANIR 
 

Tilraun var gerð til að mynda flúrljómandi azo-afleiður af morfíni og 6-MAM til 

greiningar með vökvagreini tengdum við flúrljómunarskynjara. Mismunandi aðferðir 

voru prófaðar við afleiðumyndun og úrhlutun afleiðanna úr sýnum. Einnig voru 

prófaðar mismunandi aðstæður á vökvagreini, mismunandi súlur og flæðivökvar. Tvær 

tegundir af skynjurum voru notaðir, flúrljómunarskynjari og UV gleypniskynjari. 

Ekkert af því sem prófað var skilaði tilætluðum árangri og ekki tókst að greina morfín 

og 6-MAM í þvagi með þessum aðferðum. Erfitt er að segja nákvæmlega hvað olli því 

að niðurstöðurnar voru þessar en samkvæmt fyrri rannsókn hafa afleiðurnar verið 

smíðaðar með góðum árangri og mældar með mjósúlurafdrætti (A. Alnajjar, 2008). 

Líklegustu skýringarnar eru að afleiðumyndunin hafi ekki tekist eins og skildi eða að 

afleiðurnar hafi myndast en ekki haft nægjanlega sterka fljúrljómun til að koma fram á 

HPLC-FLD. Önnur hugmynd er sú að afleiðurnar hafi ekki komist í gegnum HPLC-

súlurnar. 

Þar sem framangreind vinna bar ekki tilætlaðan árangur, var þróuð aðferð þar sem 

útbúnir voru própanesterar af morfíni, kódíni og 6-MAM til mælinga með gasgreini 

tengdum við massagreini. Gilding aðferðarinnar er þegar hafin og er aðferðin línuleg 

fyrir morfín, kódín og 6-MAM á mælingabilinu 5-200 ng/ml. Mögulegt er að greina 

áðurnefnd efni í þvagi við styrkinn 5 ng/ml en enn sem komið er eru 

magngreiningamörk aðferðinnar 15 ng/ml. Með frekari bestun á aðferðinni er stefnt að 

því að ná magngreiningarmörkum niður í 5 ng/ml. Aðferðin var í upphafi þróuð með 

það í huga að geta greint 6-MAM í þvagi með nægilega góðu næmi en aðferðin var þó 

aðlöguð að morfíni og kódíni einnig. Áhugavert væri að rannsaka hversu mikið væri 

hægt að auka næmi aðferðarinnar fyrir 6-MAM með því að besta aðferðina með 

eingöngu 6-MAM í huga. 



97 

8 ÞAKKARORÐ 
 

Ég vil byrja á að þakka leiðbeinendum mínum, Elísabetu Sólbergsdóttur og Jakobi 

Kristinssyni, fyrir góða leiðsögn og ánægulegt samstarf í vetur. Einnig vil ég þakka öllu 

starfsfólki á Rannsóknarstofu í lyfja- og eiturefnafræði fyrir aðstoð við rannsóknarvinnu 

og fyrir samveruna í vetur. Sérstaklega þakka ég Svövu Þórðardóttur fyrir aðstoð og góð 

ráð við þróun aðferðar á gasgreini og Ásu Valgerði Eiríksdóttur og Hrafnhildi 

Sigurðardóttur fyrir aðstoð við millikeyrsludreifingu. Margréti Harðardóttur vil ég 

þakka kærlega fyrir yfirlestur og Öldu Sigmundsdóttur fyrir hjálp við enska þýðingu. 

Foreldrum mínum og tengdaforeldrum vil ég einnig þakka fyrir mikla og góða aðstoð í 

gegnum árin fimm. Síðast en ekki síst vil ég þakka kærastanum mínum, Arnari Frey 

Sigmundssyni, og dóttur minni, Júlíu Líf, fyrir ómetanlegan stuðning og þolinmæði 

síðustu mánuði. 



98 

HEIMILDASKRÁ 

Alnajjar, A. (2008). Capillary Electrophoresis with Fluorescence Detection for Sensitive 
Analysis of Morphine and 6-Acetylmorphine in Human Urine. Acta 
Chromatographica, 20(2), 227-238.   

Alnajjar, A. O. og El-Zaria, M. E. (2008). Synthesis and characterization of novel azo-
morphine derivatives for possible use in abused drugs analysis. European 
Journal of Medicinal Chemistry, 43(2), 357-363.   

Besacier, F., Guilluy, R., Brazier, J. L., ChaudronThozet, H., Girard, J. og Lamotte, A. 
(1997). Isotopic analysis of C-13 as a tool for comparison and origin assignment 
of seized heroin samples. Journal of Forensic Sciences, 42(3), 429-433.   

Blakemore, P. R. og White, J. D. (2002). Morphine, the Proteus of organic molecules. 
Chemical Communications(11), 1159-1168.  af <Go to ISI>://000175684500001 

Blau, K. og King, G. S. (1978). Handbook of derivatives for chromatography. London ; 
Philadelphia: Heyden.  

Boerner, U., Abbott, S. og Roe, R. L. (1975). METABOLISM OF MORPHINE AND 
HEROIN IN MAN. Drug Metabolism Reviews, 4(1), 39-73.   

Bourquin, D., Bundeli, P., Lehmann, T. og Brenneisen, R. (1999). 
DIACETYLMORPHINE AND ITS METABOLITES IN PLASMA BY HPLC 
WITH DIODE-ARRAY AND ATMOSPHERIC PRESSURE IONIZATION 
MASS SPECTROMETRIC DETECTION. Journal of Liquid Chromatography 
& Related Technologies, 22(17), 2663.   

Bourquin, D., Lehmann, T., Hammig, R., Buhrer, M. og Brenneisen, R. (1997). High-
performance liquid chromatographic monitoring of intravenously administered 
diacetylmorphine and morphine and their metabolites in human plasma. Journal 
of Chromatography B, 694(1), 233-238.   

Brunet, B. R., Barnes, A. J., Scheidweiler, K. B., Mura, P. og Huestis, M. A. (2008). 
Development and validation of a solid-phase extraction gas chromatography-
mass spectrometry method for the simultaneous quantification of methadone, 
heroin, cocaine and metabolites in sweat. Analytical and Bioanalytical 
Chemistry, 392(1-2), 115-127.  

Campora, P., Bermejo, A. M., Tabernero, M. J. og Fernandez, P. (2006). Use of gas 
chromatography/mass spectrometry with positive chemical ionization for the 
determination of opiates in human oral fluid. Rapid Communications in Mass 
Spectrometry, 20(8), 1288-1292.  

Capella-PeirÛ, M.-E., Bose, D., Gil-AgustÌ, M., Esteve-Romero, J. og Carda-Broch, S. 
(2005). Direct injection determination of benzoylecgonine, heroin, 6-
monoacetylmorphine and morphine in serum by MLC. Journal of 
Chromatography A, 1073(1-2), 277-283.   

Carroll, F. I., Moreland, C. G., Brine, G. A. og Kepler, J. A. (1976). C-13 NUCLEAR 
MAGNETIC-RESONANCE SPECTRA OF MORPHINE ALKALOIDS. 
Journal of Organic Chemistry, 41(6), 996-1001.  



99 

Clarke, E. G. C., Moffat, A. C., Osselton, M. D. og Widdop, B. (2004). Clarke's 
analysis of drugs and poisons 2004 [electronic resource]. [London]: 
Pharmaceutical Press.  

Corbett, A. D., Henderson, G., McKnight, A. T. og Paterson, S. J. (2006). 75 years of 
opioid research: the exciting but vain quest for the Holy Grail. British Journal of 
Pharmacology, 147, S153-S162.   

Cusack, R. W. og Fremeaux, P. (1991). A FRESH LOOK AT LIQUID-LIQUID-
EXTRACTION. Chemical Engineering, 98(3), 132-138.   

Derks, H., Vantwillert, K., Pereboomdefauw, D., Zomer, G. og Loeber, J. G. (1986). 
DETERMINATION OF THE HEROIN METABOLITE 6-
ACETYLMORPHINE BY HIGH-PERFORMANCE LIQUID-
CHROMATOGRAPHY USING AUTOMATED PRECOLUMN 
DERIVATIZATION AND FLUORESCENCE DETECTION. Journal of 
Chromatography, 370(1), 173-178.  

Derks, H., Vantwillert, K. og Zomer, G. (1985). DETERMINATION OF 6-
ACETYLMORPHINE IN URINE AS A SPECIFIC MARKER FOR HEROIN 
ABUSE BY HIGH-PERFORMANCE LIQUID-CHROMATOGRAPHY WITH 
FLUORESCENCE DETECTION. Analytica Chimica Acta, 170(APR), 13-20.   

EMEA. (1994). ICH Topic Q 2 (R1) Validation of Analytical Precedures: Text and 
Methodology. ICH Harmonized Triparite Guideline. (CPMP/ICH/381/95). 

Fernandez, P., Morales, L., Vazquez, C., Bermejo, A. M. og Tabernero, M. J. (2006). 
HPLC-DAD determination of opioids, cocaine and their metabolites in plasma. 
Forensic Science International, 161(1), 31-35.  

Galloway, J. H., Ashford, M., Marsh, I. D., Holden, M. og Forrest, A. R. W. (1998). A 
method for the confirmation and identification of drugs of misuse in urine using 
solid phase extraction and gas-liquid chromatography with mass spectrometry. 
Journal of Clinical Pathology, 51(4), 326-329.   

Garrido, J., Delerue-Matos, C., Borges, F., Macedo, T. R. A. og Oliveira-Brett, A. M. 
(2004). Voltammetric oxidation of drugs of abuse III. Heroin and metabolites. 
Electroanalysis, 16(18), 1497-1502.  

Geier, A., Bergemann, D. og vonMeyer, L. (1996). Evaluation of a solid-phase 
extraction procedure for the simultaneous determination of morphine, 6-
monoacetylmorphine, codeine and dihydrocodeine in plasma and whole blood 
by GC/MS. International Journal of Legal Medicine, 109(2), 80-83.  

Gergov, M., Nokua, P., Vuori, E. og Qjanpera, I. (2009). Simultaneous screening and 
quantification of 25 opioid drugs in post-mortem blood and urine by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry. Forensic Science International, 
186(1-3), 36-43.  af <Go to ISI>://000265370900006 

Girod, C. og Staub, C. (2000). Analysis of drugs of abuse in hair by automated solid-
phase extraction, GC/EI/MS and GC ion trap/CI/MS. Forensic Science 
International, 107(1-3), 261-271.  

Goldberger, B. A., Darwin, W. D., Grant, T. M., Allen, A. C., Caplan, Y. H. og Cone, 
E. J. (1993). MEASUREMENT OF HEROIN AND ITS METABOLITES BY 



100 

ISOTOPE-DILUTION ELECTRON-IMPACT MASS-SPECTROMETRY. 
Clinical Chemistry, 39(4), 670-675.  

Goldstein, A., Barrett, R. W., James, I. F., Lowney, L. I., Weitz, C. J., Knipmeyer, L. L. 
o.fl. (1985). MORPHINE AND OTHER OPIATES FROM BEEF BRAIN AND 
ADRENAL. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America, 82(15), 5203-5207.  

Goodman, L. S., Gilman, A., Brunton, L. L., Lazo, J. S. og Parker, K. L. (2006). 
Goodman and Gilman's the pharmacological basis of therapeutics (11th ed / 
editor: Laurence L. Brunton ; associate editors John S. Lazo, Keith L. Parker. 
útgáfa). New York: McGraw-Hill.  

Grogg-Sulser, K., Helmlin, H.-J. og Clerc, J.-T. (1995). Qualitative and quantitative 
determination of illicit heroin street samples by reversed-phase high-
performance liquid chromatography: method development by CARTAGO-S. 
Journal of Chromatography A, 692(1-2), 121-129.  

Hays, S. E., Grady, L. T. og Kruegel, A. V. (1973). PURITY PROFILES FOR 
HEROIN, MORPHINE, AND MORPHINE HYDROCHLORIDE. Journal of 
Pharmaceutical Sciences, 62(9), 1509-1513.  

Hutchinson, M. R. og Somogyi, A. A. (2002). Diacetylmorphine degradation to 6-
monoacetylmorphine and morphine in cell culture: implications for in vitro 
studies. European Journal of Pharmacology, 453(1), 27-32.  

Kapoor, L. D. (1995). Opium poppy : botany, chemistry and pharmacology. New York: 
Food Products Press.  

Katagi, M., Nishikawa, M., Tatsuno, M., Miki, A. og Tsuchihashi, H. (2001). Column-
switching high-performance liquid chromatography-electrospray ionization mass 
spectrometry for identification of heroin metabolites in human urine. Journal of 
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, 751(1), 177-185.  

Klemenc, S. (2002). 4-dimethylaminopyridine as a catalyst in heroin synthesis. 
Forensic Science International, 129(3), 194-199.  

Klockgether-Radke, A. P. (2002). F. W. Serturner and the discovery of morphine. 200 
years of pain therapy with opioids. Anasthesiologie Intensivmedizin 
Notfallmedizin Schmerztherapie, 37(5), 244-+.  

Lemke, T. L. og Williams, D. A. (2007). Foye's principles of medicinal chemistry (6th / 
Thomas L. Lemke. útgáfa). Philadelphia, Pa. ; London: Lippincott Williams & 
Wilkins.  

Lewis, R. J., Johnson, R. D. og Hattrup, R. A. (2005). Simultaneous analysis of 
Thebaine, 6-MAM and six abused opiates in postmortem fluids and tissues using 
ZymarkÆ automated solid-phase extraction and gas chromatography-mass 
spectrometry. Journal of Chromatography B, 822(1-2), 137-145.  

Low, A. S. og Taylor, R. B. (1995). ANALYSIS OF COMMON OPIATES AND 
HEROIN METABOLITES IN URINE BY HIGH-PERFORMANCE LIQUID-
CHROMATOGRAPHY. Journal of Chromatography B-Biomedical 
Applications, 663(2), 225-233.  



101 

Maquille, A., Guillarme, D., Rudaz, S. og Veuthey, J. L. (2009). High-Throughput 
Screening of Drugs of Abuse in Urine by Supported Liquid-Liquid Extraction 
and UHPLC Coupled to Tandem MS. Chromatographia, 70(9-10), 1373-1380.  

Martin, W. R. (1979). HISTORY AND DEVELOPMENT OF MIXED OPIOID 
AGONISTS, PARTIAL AGONISTS AND ANTAGONISTS. British Journal of 
Clinical Pharmacology, 7, S273-S279.  

Melent'ev, A. B. (2004). Gas chromatography-mass spectrometry determination of 
morphine and codeine in blood as their propionic esters. Journal of Analytical 
Chemistry, 59(6), 566-570.  

Neumann, H. (1984). ANALYSIS OF OPIUM AND CRUDE MORPHINE SAMPLES 
BY CAPILLARY GAS-CHROMATOGRAPHY - COMPARISON OF 
IMPURITY PROFILES. Journal of Chromatography, 315(DEC), 404-411. 

Neville, G. A., Ekiel, I. og Smith, I. C. P. (1987). HIGH-RESOLUTION PROTON 
MAGNETIC-RESONANCE SPECTRA OF MORPHINE AND ITS 3 O-
ACETYL DERIVATIVES. Magnetic Resonance in Chemistry, 25(1), 31-35. 

Novakova, L. og Vlckova, H. (2009). A review of current trends and advances in 
modern bio-analytical methods: Chromatography and sample preparation. 
Analytica Chimica Acta, 656(1-2), 8-35.  

O'Neal, C. L. og Poklis, A. (1998). The detection of acetylcodeine and 6-
acetylmorphine in opiate positive urines. Forensic Science International, 95(1), 
1-10.  

Odell, L. R., Skopec, J. og McCluskey, A. (2006). A 'cold synthesis' of heroin and 
implications in heroin signature analysis - Utility of trifluoroacetic/acetic 
anhydride in the acetylation of morphine. Forensic Science International, 164(2-
3), 221-229.  

Ríkislögreglustjórinn. (2008). Afbrotatölfræði 2008.  af 
http://www.logreglan.is/displayer.asp?cat_id=691 

Rook, E. J., Huiteman, A.D.R,  Wim van den Brink,W , Ree, J.Beijnen,J,H. (2006). 
Pharmacokinetics and Pharmacokinetic Variability of Heroin and its 

Metabolites: Review of the Literature. Current Clinical Pharmacology, 1, 109-118.  
SÁÁ, S. á. u. á.-o. v. (2007). Ársskýrsla 2006-2007.  af http://www.saa.is/islenski-

vefurinn/samtokin/arsskyrsla-20062007/ 
Saito, T., Mase, H., Takeichi, S. og Inokuchi, S. (2007). Rapid simultaneous 

determination of ephedrines, amphetamines, cocaine, cocaine metabolites, and 
opiates in human urine by GC-MS. Journal of Pharmaceutical and Biomedical 
Analysis, 43(1), 358-363.  

Salmon, A. Y., Goren, Z., Avissar, Y. og Soreq, H. (1999). HUMAN ERYTHROCYTE 
BUT NOT BRAIN ACETYLCHOLINESTERASE HYDROLYSES HEROIN 
TO MORPHINE. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology, 
26(8), 596-600.  

Samuelsson, G. (2004). Drugs of natural origin : A textbook of pharmacognosy (5th 
rev. útgáfa). Stockholm, Sweden: Apotekarsocieteten.  



102 

Schiff, P. L. (2002). Opium and its alkaloids. American Journal of Pharmaceutical 
Education, 66(2), 186-194.  

Skender, L., Karacic, V., Brcic, I. og Bagaric, A. (2002). Quantitative determination of 
amphetamines, cocaine, and opiates in human hair by gas chromatography/mass 
spectrometry. Forensic Science International, 125(2-3), 120-126.  

Skoog, D. A., Holler, F. J. og Nieman, T. A. (1998). Principles of instrumental analysis 
(5th útgáfa). Phildelphia ; London: Saunders College Publishing.  

Sneader, W. (1998). The discovery of heroin. Lancet, 352(9141), 1697-1699.  
Sporer, K. A. (1999). Acute heroin overdose. Annals of Internal Medicine, 130(7), 584-

590.  
Staub, C., Marset, M., Mino, A. og Mangin, P. (2001). Detection of acetylcodeine in 

urine as an indicator of illicit heroin use: Method validation and results of a pilot 
study. Clinical Chemistry, 47(2), 301-307.  

Thermo Fisher Scientific Inc. (2010a). BSTFA (N,O-
bis[Trimethylsilyl]trifluoroacetamide). Sótt 12. apríl af 
http://www.thermo.com/com/cda/product/detail/0,1055,10144049,00.html 

Thermo Fisher Scientific Inc. (2010b). MBTFA (N-Methyl-bis[trifluoroacetamide]). 
Sótt 12. apríl af 
http://www.thermo.com/com/cda/product/detail/0,1055,10144089,00.html 

Wang, W. L., Darwin, W. D. og Cone, E. J. (1994). SIMULTANEOUS ASSAY OF 
COCAINE, HEROIN AND METABOLITES IN HAIR, PLASMA, SALIVA 
AND URINE BY GAS-CHROMATOGRAPHY MASS-SPECTROMETRY. 
Journal of Chromatography B-Biomedical Applications, 660(2), 279-290.  

Watson, D. G. (2005). Pharmaceutical analysis : a textbook for pharmacy students and 
pharmaceutical chemists (2nd ed útgáfa). Edinburgh, New York: 
Elsevier/Churchill Livingstone.  

Zerell, U., Ahrens, B. og Gertz, P. (2005). Documentation of a Heroin Manufacturing 
Process in Afghanistan. Bulletin on Narcotics, 62, 11-31.  

 



103 

VIÐAUKAR 
 

 

Viðauki A Efnasmíði á heróíni út frá aðferð Klemenc 
(2002) 

Viðauki B 

 

Þróun afleiðumyndunar 

Viðauki C Myndun própanestera af morfíni og 6-MAM 

Viðauki D Útreikngar á F-gildi fyrir línuleika prófanir 

Viðauki E Vinnulýsing fyrir millikeyrsludreifingu 



A-1 

Viðauki A  
 

Efnasmíði á heróíni út frá aðferð Klemenc (2002) 

Sannkennslispróf 

GC/MS 

 

Mynd - 1 Samanburður á massarófi fyir myndefni 1 (heróín) og massarófi heróíns í gagnasafni. Efra rófið tilheyrir 
myndefni 1 en neðra rófið heróíni. Heildar jón straumur er gefinn upp sem fall af massa/hleðslu hlutfalli (m/z) 
jónanna.



B-1 

 

Viðauki B  
 

Þróun afleiðumyndunar 

HPLC-DAD 

 

 

Mynd - 2 . UV róf af  toppi úr sýni útbúnu með afleiðumyndun 3 og úrhlutuðu með EDI.. Gleypni er mæld í mAu og 
teiknuð upp á móti bylgjulengd (λ) í nm.  



B-2 

 

Mynd - 3 UV róf af azo-morfíni (A. O. Alnajjar og  El-Zaria, 2008). Gleypni er gefin upp sem fall af bylgjulengd (λ) 
í nm. 
 

Smíði og einangrun á azo-morfín afleiðu 

 

Mynd - 4 Massaróf af azo-morfíni (A. O. Alnajjar og  El-Zaria, 2008). Heildar jón straumur er gefinn upp sem fall af 
massa/hleðslu hlutfalli (m/z) jónanna.  
 

 

 



B-3 

NMR róf 

 
Mynd - 5 H-NMR-róf af azo-morfíni (A. O. Alnajjar og  El-Zaria, 2008). 
 
 

 
Mynd - 6 H-NMR-róf af azo-morfíni (A. O. Alnajjar og  El-Zaria, 2008). 
 



C-4 

Viðauki C  
Myndun própanestera af morfíni og 6-MAM 

 
Mynd - 7 Greiningarferill fyrir 6-MAM og morfín própanestera á GC/MS. 
 

 
Mynd - 8 Massaróf fyrir 6-MAM-própanester. 
 

 
Mynd - 9 Massaróf fyrir Morfín-própanester. 
 



C-5 

Morfín-d3 

 

 

Mynd - 10 Staðalkúrfa fyrir 6-MAM með morfín-d3 sem innri staðal. Jónir fyrir inri staðal ýmist 400 eða 271. 
 

Tafla - 1 Útreiknaður styrkur staðalviðbótarsýna, innri staðall morfín-d3, jón 400. 
Jón 400 Með IS 

250 ng 

Án IS 

250 ng 

Með IS 

500 ng 

Án IS 

500 ng 

6-MAM 124 218 282 457 

 
Tafla - 2 Útreiknaður styrkur staðalviðbótasýna, innri staðall morfín-d3, jón 327. 

Jón 327 Með IS 

250 ng 

Án IS 

250 ng 

Með IS 

500 ng 

Án IS 

500 ng 

6-MAM 
111 

215 
247 480 
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Kódín-d3 

 

 
 Tafla - 3 Styrkur staðalviðbótarsýna á innri staðals 

 

 
Mynd - 11. Útreikningar á p-gildi fyrir 6-MAM við mismunandi sýrustig úrhlutunar. 
 

Styrkur 
staðalviðbótar 

Kódein 

(ng/ml) Skekkja 
(%) 

6-MAM 
(ng/ml) 

Skekkja 
(%) 

Morfín 
(ng/ml) 

Skekkja  
( %) 

250 379 51 268 7 7388 13 

250   192 23 8196 4 

500 729 46 590 18 7459 12 

500   566 13 6487 24 



D-1 

Viðauki D  
 

Útreikningar á F-gildi fyrir línuleika prófanir 

Tafla - 4 . Útreikningar á F-gildi fyrir staðalkúrfu morfíns 
Morfín 

 Sp v/ 
y-ás 

-0.0092  hallatala 0.0035    

         
 conc response  (a-b)2  y" (y-y")2 (y-y") 

A 5 0.014640831  3.65327E-05  0.0083 4.02061E-05 0.006340831 
B 5 0.02068506    0.0083 0.00015339 0.01238506 
A 10 0.0247805  1.09004E-08  0.0258 1.03938E-06 -0.0010195 
B 10 0.024676095    0.0258 1.26316E-06 -

0.001123905 
A 50 0.192865762  0.002169922  0.1658 0.000732555 0.027065762 
B 50 0.146283343    0.1658 0.0003809 -

0.019516657 
A 100 0.308585091  0.001070745  0.3408 0.0010378 -

0.032214909 
B 100 0.341307327    0.3408 2.57381E-07 0.000507327 
A 200 0.641921134  0.016070274  0.6908 0.002389144 -

0.048878866 
B 200 0.768689718    0.6908 0.006066808 0.077889718 
  sum  0.019347484   0.010803363  
  S22  0.001209218  S12 0.00135042  
  dof  5  dof 8  
  F  1.116771899     
  F-critical  4.82     
         
  F>Fcritical ólínulegt      
         
  Kúrfan er því línuleg      

DOF: Frelsisgráður (e. degrees of freedom) 
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Tafla - 5 Útreikningar á F-gidli fyrir staðalkúrfu 6-MAM. 
6MAM 

 Sp v/ 
y-ás 

-0.0181  hallatala 0.0095    

         
 conc response  (a-b)2  y" (y-y")2 (y-y") 
A 5 0.043173629  3.13284E-05  0.0294 0.000189713 0.013773629 
B 5 0.048770806    0.0294 0.000375228 0.019370806 
A 10 0.066855886  0.000189954  0.0769 0.000100884 -

0.010044114 
B 10 0.080638249    0.0769 1.39745E-05 0.003738249 
A 50 0.498469553  0.005549022  0.4569 0.001728028 0.041569553 
B 50 0.423977797    0.4569 0.001083871 -

0.032922203 
A 100 0.915051618  0.000816966  0.9319 0.000283868 -

0.016848382 
B 100 0.886468993    0.9319 0.002063976 -

0.045431007 
A 200 1.76456307  0.071447885  1.8819 0.013767955 -0.11733693 
B 200 2.031860441    1.8819 0.022488134 0.149960441 
  sum  0.078035155   0.042095632  
  S22  0.004877197  S12 0.005261954  
  dof  5  dof 8  
  F  1.078888931     
  F-critical  4.82     
         
  F>Fcritical ólínulegt      
         
  Kúrfan er því línuleg      
 
DOF: Frelsisgráður (e. degrees of freedom) 
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Tafla - 6 Útreikningar á F-gildi fyrir staðalkúrfu kódíns. 
Kódín 

 Sp 
v/ y-

ás 

-0.0303  hallatala 0.0104    

         
 conc response  (a-b)2  y" (y-y")2 (y-y") 

A 5 0.05273255  1.49189E-05  0.0217 0.000963019 0.03103255 
B 5 0.048870048    0.0217 0.000738212 0.027170048 
A 10 0.095098483  1.19237E-06  0.0737 0.000457895 0.021398483 
B 10 0.094006528    0.0737 0.000412355 0.020306528 
A 50 0.471701445  8.03147E-05  0.4897 0.000323948 -

0.017998555 
B 50 0.480663293    0.4897 8.16621E-05 -

0.009036707 
A 100 0.923871049  0.000422066  1.009700 0.007366609 -

0.085828951 
B 100 0.944415289    1.009700 0.004262093 -

0.065284711 
A 200 1.927452  0.105428683  2.049700 0.014944497 -

0.122247689 
B 200 2.252150    2.049700 0.040986061 0.202450145 
  sum  0.105947175   0.070536352  
  S22  0.006621698  S12 0.008817044  
  dof  5  dof 8  
  F  1.331538     
  F-critical  4.82     
         
  F>Fcritical ólínulegt      
         
  Kúrfan er því línuleg      

DOF: Frelsisgráður (e. degrees of freedom) 
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Viðauki E  
Vinnulýsing fyrir millikeyrsludreifingu 

Staðlar: 

6-MAM = 100 µg/mL 

Kódein-d3 = 100 µg/mL 

Kódein = 1 mg/mL 

Morfín = 1 mg/mL  

 

Útbúa vinnulausnir 

Vinnulausn 1.  1µg/mL (Mofín, kódín, 6-MAM) 

50 µL af 6-MAM staðallausn og 5 µL af morfín og kódín staðli píppetaðir í 5 mL 

mælikolbu og fyllt að marki með afjónuðu vatni.  

Innri staðall:  Kódein-d3 = 1 µg/mL 

50 µL af staðli pípettaðir í 5 mL mælikolbu og fyllt að marki með afjónuðu vatni.  

Staðlar (LOQ) 

 

Útbúnir einfaldir staðalar.   

Staðall Styrkur (ng/mL) Vinnulausn (µL) Vatn (µL) 

1 5 5 995 

2 10 10 990 

3 20 20 980 

4 50 50 950 

5 100 100 900 

6 200 200 800 



E-2 

1. Pípetta réttu magni af vinnulausn í öll glösin og bæta svo við afjónuðu vatni að 1 

mL.   

2.  100 µL af innri staðli pípettað í öll glösin og 1 mL af karbónat buffer (pH = 9).   

3. Lausnirnar úrhlutaðar með 3 mL af tólúen/bútanól (9/1).  

4. Vellt í 10 mínútur og skilið í skilvindu í 10 mínútur. 

5.  Inngufað að fullu  við 50°C    

6. 100 µL af pyridíni og 100 µL af própíon anhýdríði bætt út í leyfina og lausnin 

vortexuð í 15 sekúndur og sett í hitablokk við 60°C í 30 mínútur. 

7. Afgangs afleiðuefni inngufað í burtu og leyfin leyst upp í 200 µL af ísóprópanóli 

og sett í innri keyrsluglös.   

Sýni.  

1. 1 mL af þvagsýni pípeppað í öll glös 

2. Staðlviðbót bætt útí sýnin  

3. 100 µL af innri staðli pípettað í öll glösin og 1 mL af fosfat buffer  

(pH =9).   

4. Lausnirnar úrhlutaðar með 3 mL af tólúen/bútanól (9/1).  

5. Vellt í 10 mínútur og skilið í skilvindu í 10 mínútur. 

6.  Inngufað að fullu  við 50°C    

7. 100 µL af pyridíni og 100 µL af própíóniK anhýdríði bætt út í leyfina og 

lausnin vortexuð í 15 sekúndur og sett í hitablokk við 60°C í 30 mínútur. 

8. Afgangs afleiðuefni inngufað í burtu og leyfin leyst upp í 200 µL af 

ísóprópanóli og sett í innri keyrsluglös.   
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Sýni Styrkur (ng/mL) Staðalviðbót; 

Vinnulausn (µL) 

5A 5 5 

5B 5 5 

15A 15 15 

15B 15 15 

35A 35 35 

35B 35 35 

75A 75 75 

75B 75 75 

150A 150 150 

150B 150 150 

 
 

 
 


