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AGRIP

Préun adferdar til meelinga 4 umbrotsefni heréins, 6-
mondasetylmorfins (6-MAM) i lifsynum
Diasetylmorfin er halfsmidud afleida af plontu alkaloidanum morfini. Talid er ad efnid
hafi fyrst verid smidad arid 1874 af enska efnafredingnum Charles Alder Wright. byska
lyfjafyrirteekid Bayer markadssetti sidan efnid 4arid 1898 undir nafninu herdin en
abendingar pess voru hosti og alvarlegir dndunarferasjikdomar. Efnid hafdi einnig
verkjastillandi eiginleika og var sagt minna dvanabindandi en morfin. Raunveruleg ahrif
efnisins komu hins vegar fljott fram en efnid reyndist ekki eingdngu verulega
avanabinandi heldur olli pad einnig alvarlegri 6ndunarlomun i of storum skommtum.
Arid 1924 var algjort bann sett vid notkun efnisins i Bandarikjunum og mérg lond
fylgdu i kjolfarid. I dag er efnid talid i hopi hattulegustu fikniefna i heiminum.
Samkvaemt SAA hefur fikn i 6pi6ida vaxid hratt 4 {slandi fra arinu 1995 og 4 hverju ari
leita faeinir einstaklingar sér adstodar vegna heroinfiknar. Arid 2005 voru tvé daudsfoll
4 Islandi rakin til heréin ofskémmtunar. Herdin er mjog ostodugt og umbrotnar hratt i
likamanum i umbrotsefnid 6-MAM og morfin og pvi hefur reynst erfitt ad maela herdin i
lifsynum. 6-MAM hefur lengri helmingunartima i likamanum og hafa malingar & pvi
verid notadar til ad stadfesta herdinnotkun. 6-MAM finnst hins vegar i mjog lagum
styrk 1 lifsynum og pvi skiptir miklu mali ad maliadferdin sé negilega neem. Markmid
pessa verkefnis var ad proa einfalda og nema maeliadferd til ad greina 6-MAM 1 pvagi.
Akvedid var ad utbua flirljomandi azo-afleidur af badi morfini og 6-MAM og mala
med vokvagreini tengdum vid flarljémunarskynjara. Ekki er vitad til pess ad pessar
afleiour hafi verid meldar i vokvagreini 40ur. St adferd gekk ekki eins og vonast var til
par sem ekki tokst ad smida afleidu sem syndi nzgilega sterka flirljomun. 1 stadinn var
proud adferd par sem utbunir voru propanesterar af morfini, kodini og 6-MAM og peir
meldir med gasgreini tengdum vid massagreini. Samskonar adferoum hefur verid lyst
adur en hafa po ekki verid profadar adur & Rannsoknarstofu i lyfja- og eiturefnafraedi

(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 heitid 4 6piumvalmuanum, 4 ensku er plantan kollud
,,Opium Poppy”. Pessi planta er ein af elstu lekningajurtum sem til eru i heiminum i
dag og er deilt um pad hvort plantan eigi uppruna sinn ad rekja til Litlu Asiu (e. Asia
Minor) eda til landa vid Vestur Midjardarhaf (Samuelsson, 2004; Schiff, 2002).
Visbendingar eru um ad Sumerar (e. Sumerians) hafi raektad valmua til ad einangra
Opium fyrir ad minnsta kosti prju ptisund arum fyrir Krist en fundist hafa leirtoflur (e.
clay tablets) fra peim tima par sem raktun valmua er lyst. T6flurnar fundust vid Nippur,
sem var andlegt setur Stimera, stadsett sunnan vid Bagdad. A t&flunum er pvi einnig lyst

hvernig Stimerar s6fnudu valmiiasafa snemma 4 morgnanna (Schiff, 2002).

1.1.2 Grasafreodi

Papaverin ®ttkvislin samanstendur af 110 mismunandi ;
tegundum. Flestar tegundirnar eru eingrar en pé eru til ‘;)
einhverjar fjolerar tegundir. Papaver somniferum er N % -1
einer jurt med uppréttan stilk og mad sja mynd af (:% ;\
plontunni & mynd 1-1. Blémhnapparnir eru egglaga og N p "

hangandi en blémin eru upprétt og geta ymist verid hvit, \&

raud eda fjolubla. Returnar eru pykkar og stilkurinn naer ;
um 1-1,5 metra had. Laufblédin eru stoér, ilong og rr]x‘i?‘i-?
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stilklaus (Kapoor, 1995; Samuelsson, 2004; Schiff,
Mynd 1-1. Papaver somniferum,
2002). Opiumvalmii JALALABAD,
2001)



1.1.3 Reaktunarstadir

Opiumvalmui er raektadur vida i heiminum en raktun hans er undir eftirliti Alpjodlega
fikniefnaeftirliti Sameinudu Pjodanna (International Narcotics Control Board of the
United Nations). Logleg raektun plontunnar fer adallega fram i nordurhluta Indlands en
par er hin raektud til framleidslu & morfini. Plantan er einnig rektud sem uppspretta
opiumstraa (e. poppy straw) og opiumfraja. Opiumfrae eru pekkt undir nafninu birkifrae
4 Islandi og eru mikid notud i allskyns matargerd og bakstur. Ur freeunum er einnig
pressud olia til matargerdar og annara nota. Opiumstra er stilkur plontunnar sem skorinn
hefur verid af og purrkadur. Ur épiumstraum ma svo urhluta morfin og fleiri 6pidida.
Logleg raktun til framleidslu opiumstraa og fraja fer ad mestu fram i Astraliu,
Frakklandi, Spani, Ukrainu, fyrrum Jagoéslaviu og Tyrklandi. Plantan er vida raktud
6loglega og pa ber sérstaklega a0 nefna svaedin tvo sem nefnd hafa verid Gullni
prihyrningurinn (e. Golden Triangle) og Gullni halfmaninn (e. Golden Crescent). Gullni
prihyrningurinn kallast svadid sem liggur 4 milli landanna Burma, Vietnam, Laos og
Tzlands en Gullni halfmaninn er svadid 4 milli Afganistan, {ran og Pakistan. Ologleg
reektun er einnig talin fara fram 4 Indlandi, Libanon og Mexik6 (Blakemore og White,

2002; Samuelsson, 2004; Schiff, 2002).

1.2 Opium

1.2.1 Vinnsla

Opium er unnid ar 6proskudu aldini valmians (Samuelsson, 2004). begar yfirbord
aldinsins er rofid, lekur Ut safi & formi mjolkurhvitra dropa sem fljotlega breyta um lit,
verda brunir og hardna. Afurdin sem um radir er 6pium. Til pess ad na Opium ur
aldinunum parf ad skera & yfirbord peirra rétt 40ur en pau blomstra med sérstokum
hnifum sem nd adeins halfa leid inn i aldinid til ad tryggja ad safinn leki Ut ur pvi en
ekki inn i pad. Skurdurinn er framkvaemdur seinni hluta dags og nesta dag er opiumid
skafio af (Samuelsson, 2004). Hratt Opiumid er sidan purrkad i sélinni. Svarti
frodukenndi massinn sem stendur eftir er pekktur sem indverskt 6pium (Blakemore og
White, 2002). Opiumid er sidan klesst i kokur og sent i burtu til frekari framleidslu.

dag er Indland eina landid sem flytur 6pium & pessu formi Ur landi (Samuelsson, 2004) .



1.2.2 Innihaldsefni

Opium inniheldur fjoldann allan af alkal6idum en eingdngu fjorir peirra eru notadir i
leknisfredilegum tilgangi. Pad er bensylisokinolin afleidan papaverin, fenanprenen
afleidurnar morfin og kodin og palid-isokinodlin afleidan noskapin. Annar mikilvegur
alkal6idi sem finnst 1 Opium er thebein (e. Thebain). Hann hefur engin leknisfraedileg
not i sinni upprunalegu mynd en er mikilvaegt milliefni vid myndun ymissa 6pi6id
afleida eins og etorfins, buprenorfins og naloxon (Samuelsson, 2004). A mynd 1-2 ma

sja mynd af efnabyggingu 6pi6i0 alkal6idanna.

Noskapin
O
HsC”~ =
HiC o N
Papaverin

Morfin

Mynd 1-2. Byggingar 6pi6id alkaléidanna morfin, kodin, papaverin og noskapin.

Papaverin er einn einfaldasti 60pium alkal6idinn og finnst i um 1% magni i 6pium.
Papaverin hefur slakandi 4hrifa 4 slétta voova. Noskapin finnst i um 4-8% magni i
O6pium en noskapin hefur verid notad til ad draga ur hostaviobrogdum. Morfin er sa
alkal6idi sem finnst i hvad mestu magni i plontunni. Morfin innihald i 6pium er p6 mjog
breytilegt og hafa raektunarskilyrdi plontunnar mikil ahrif & styrk. Styrkur pess getur
verid 4 bilinu 3-23% en ad medaltali er talid ad 6pium innihaldi um 10% morfin. Morfin
inniheldur fenolhop sem gerir pad ad verkum ad tiltélulega audvelt er ad adgreina pad
fra hinum alkal6idunum. Morfin er fyrst og fremst notad i lyfja- og laeknisfreedi vegna

verkjastillandi eiginleika sinna, efnid veldur einnig vimudhrifum (e. euphoria) og er



mjog avanabindandi. Kédin finnst { mun minna magni, um 0,8-2,5 % 1 6pium. Kddin er
pvi mikid hlutsmidad ur morfini med metyleringu a4 fen6lhopi. Kodin hefur verkja- og
hostastillandi eiginleika. Verkjastillandi 4hrif kodins eru minni en af morfini og

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

1.3 Morfin
byskur lyfjafredingur, Friedrich W. Sertlirner (1783-1841) var fyrstur manna til ad

einangra morfin Ur 6pium arid 1804. Hann nefndi efnid morfin (e. morphinum) eftir
griska draumagudinum Morfius (e. Morpheus). Sertiirner s& ad morfinum, eda morfin
eins og vid pekkjum pad, tilheyrdi adur opekktri tegund nattiruefna. Pessi tegund
nattaruefna voru alkaléidar (e. alkaloids). Fljotlega kom 1 1j6s ad alkal6idinn einn og sér
bj6 yfir meiri liffreedilegri virkni en fyrri 6pium prepardt (Blakemore og White, 2002).
Morfin var fyrst markadssett fyrir almenning af Sertiirner og félogum 4arid 1817 sem
verkjastillandi lyf en einnig sem medferd vid opium og afengisfikn. Fljotlega kom po i
1j6s ad morfin var mun meira avanabindandi en badi alkohdl og 6pium (Klockgether-
Radke, 2002; Lemke og Williams, 2007). bratt fyrir ad rannsoknir & efnabyggingu
morfins hafi hafist fljotlega eftir ad Sertiirner einangradi efnid arid 1804 var pad ekki
fyrr en ario 1925 ad Sir Robert Robinson (1886-1975), enskur efnafraedingur og
Nobelsverdlaunahafi 1 efnafraedi arid 1947, lagdi fram tillogu um efnabygginguna.
Tillaga Robinson var sidan stadfest af efnafreedingnum Marshall D. Gates (1915-2003)
ari0 1952, en honum tokst asamt samstarfsmonnum ad efnasmida morfin. Adferd til ad
efnasmida morfin sem er hagkvemari en ad einangra efnid Gr 6pium hefur hins vegar

ekki enn komid fram (Blakemore og White, 2002).



1.3.1 Efnafradi

1.3.1.1 Bygging

Sameindabygging morfins samanstendur af fimm hringja kerfi eins og sést 4 mynd 1-3.
Kolefnisatom 1-4, 11 og 12 mynda
aromatiskan hring og sturefnisbruin milli
kolefna 4 og 5 mynda furan6id likan
hring (e. furanoide-type ring). Metylamin
kedja tengir sidan saman kolefnisatom 9
og 13 og myndar pannig N-
metylpiperidin hring pvert yfir fenanpren
bygginguna. Pessi prigildi amin6hopur er
abyrgur fyrir basiskum eiginleikum

sameindarinnar. Tveir hydroxylhopar eru

stadsettir & sameindinni, einn i stodu 3 og
annar { stodu 6. Hydroxylhopurinn i stddu  Mynd 1-3. Sameindabygging morfins.

3 er phendlhépur og er hann abyrgur fyrir

syrueiginleikum sameindarinnar. Morfin hefur pvi badi syru og basahdp og getur tekid
badi jakvaeda og neikvada hledslu. Slik efni eru kollud amfoterisk (e. amphoteric) efni.
Morfin sameindin hefur fimm handhverfumidjur, vid kolefni 5, 6, 9, 13 og 14. Morfin
snyr polariserudu 1josi til vinstri (e. levorotation) og steriokemia pess er SR, 6S, 9R, 13S
og 14R. Levo- eda L-isomera morfins er liffredilega virka form sameindarinnar en
dextr6d isdmeran, sem hefur verid smidud, skortir liffredilega virkni. Allir nattarulegir

og hlutsmidadir 6pididar eru levo-isomerur (Boerner o.1l., 1975).

1.3.1.2 Samband byggingar og verkunar

Rannsoknir hafa synt ad pad er margt i flokinni byggingu morfins sem hefur ekki ahrif &
lyfjafreedilega virkni. Reglan segir ad til ad morfin haldi lifredilegri virkni sinni parf ad
vera til stadar aromatiskur hringur sem tengdur er vid katjéniskan aminéhdp med annad
hvort etyl- eda propylkedju. Hydroxylhopur i stodu 3 er einnig mjog mikilvaegur og er
ymist forsenda fyrir virkni ymissa 6pioida eda eykur virkni peirra verulega. Hann er

sérstaklega mikilvaegur hja 6pi6idum sem hafa stifa byggingu eins og morfin og fleiri



(Lemke og Williams, 2007). I toflu 1-1 ma sja nokkur deemi um hvad efnafredilegar

breytingar 4 efnabyggingu morfins hafa & verkjastillandi ahrif pess.

Tafla 1-1. Samband byggingar og virkni morfins.

Verkjastilling
3-H istad 3-OH 10 61d minnkun
6-keto i stad 6-OH Minnkud virkni
6-H i stad 6-OH Aukin virkni
3-OCHj; i stad 3-OH Minni virkni
CH;CO ester i stoou 3 Minnkud virkni
CH;CO ester i stoou 6 Aukin virkni

o 7

1.4 Verkunarmati opioioa

1.4.1 Vidtakar

Tilgadtur um ad morfin og

skildir opisidar verkudu a Spicica
vidtaki
sérstaka viotaka i r
likamanum komu fram
n
um 1950 og voru byggoar
r r . ’
a pvi ad breytingar i
byggingu og steriokemiu S Ls G Sk J Le(o
ygging g || meltingavegur L L
efnanna hofou mikil &hrif ——— L L
a virkni peirra. Pad var " " K1 Ko s 5,5,
) ) . . . .
sidan arid 1979 ad Martin 1 1 1 1
O.ﬂ. (1979) S}’]ndu fram é (“)ndunarfa:ryabaeling Vqujasti]]ing,
Verkjastilling o N samdratFur sl.zevmg,samdrlamxvr Verkjastillin,
J fikn 08 " sylialdraﬁvm}a, sylialdrla, opagindi, virﬂla ﬁkng,
11 5 6mlun & hreyfingu 6mlun 8 ADH ’
a0 um fleiri en einn . | PO eyt un & G

vidtaka veeri ad reda. Kenning Mynd 1-4. Helstu vidtakar opioida.

peirra var st ad Opiodidar

virkjudu prja mismunandi vidtaka sem kalladir voru p-, k -og d-vidtakar (Corbett,
Henderson, McKnight og Paterson, 2006; Martin, 1979). Med timanum hafa rannsoknir
synt ad pessum vidtokum er haegt ad skipta nidur i fleiri undirflokka sem sja ma & mynd
1-4. Fjoroi vidtakinn N/OFQ (nociceptin/orphanin FQ) var sidan einangradur arid
1994. bessi vidtaki var upphaflega kalladur 6pioidvidtaka-liki (e. opiod receptor-like 1,
ORL-1), en hann er strangt til tekid ekki opioidvidtaki par sem hann binst engum af



peim 6pi6idum sem til eru. Asteedan fyrir pvi ad hann fer i pennan flokk er vegna pess
hve mikill skyldleiki er i amindsyrurdd hans og hinna 6pididvidtakana. Dreifing p-, K -
og o-vidtaka um likamann er mismunandi og ma sja i gréfum drattum & mynd 1-4
(Goodman, Gilman, Brunton, Lazo og Parker, 2006). Allir vidtakarnir eru G-protein
tengdir vidtakar og liggja i gegnum frumuhimnuna. Orvun 4 vidtdkunum veldur homlun
4 ensiminu adenyl syklasa sem sér um ad mynda sykliskt adendsin monofosfat (e. cyclic
adenosine monophosphate, cAMP). Lakkun i styrk cAMP hefur sidan ahrif 4 kalium og
kalsium jonagdng i frumunum (Blakemore og White, 2002). Mikill skyldleiki & er
milli virkjunar p- og 6-vidtaka en litill skyldleiki virdist vera & milli 6rvun peirra og -
vidtaka. Pad lysir sér medal annars 1 pvi ad ahrif 4 kalium jonagoéng koma fram vid
orvun p-og-9 vidtaka en ahrif 4 kalsium jonagong vid 6rvun k-vidtaka (Goodman o.fl.,
2006). begar notkun 6pidida er skyndilega hatt verdur haekkun i innanfrumu cAMP

sem veldur 6paegilegum frahvarfseinkenni (Blakemore og White, 2002).

1.4.2 Ahrif 6pi6ida

Orvun 4 p; hefur verkjastillandi ahrif sem er midlad ad mestu leiti fr4 midtaugakerfi
fyrir ofan manu (e. supraspinal) en 6rvun 4 p, hefur balandi ahrif & 6ndunarstddvar i
heila, veldur minnkadri hreyfingu meltingarfeera (e. gastrointestinal tract, GI),
vimuéstandi, samdretti sjaldra, fikn og fleiru. Orvun 4 &-vidtdkum hefur
verkjastillandi ahrif d4samt pvi ad valda vimu og &vanahzttu. Orvun k-vidtaka hefur
einnig verkjastillandi ahrif en pau eru talin vera midlud ad mestu leiti fr4 menu. Ahrif
4 ondunarstodvar og sjadldur eru minnihattar vid 6rvun k-vidtaka en aukaverkanir eins
og vanlidan (e. dysphoria), gedren ahrif (e. psychotomimetic effect) og fleira eru
algengar (Goodman o.fl., 2006). Ondunarbzling, sem 4 sér stad adallega vid 6rvun 4 pi,-
vidtokum, verdur vegna balandi 4hrifa 4 Ondunarstoovar i heilastofni en petta er
algengasta orsok daudsfalla vegna ofskommtunar af heréini og morfini. Opi6idar eru
einnig pekktir fyrir ad beela nidur hostavidbrogd eins og minnst var 4 i kafla 1.2.2., en
talid er ad pau ahrif séu vegna beinna ahrifa 4 hostamidstodvar i heila. Morfin er fyrst

og fremst p-agonisti (Goodman o.1l., 2006).



1.5 Diasetylmorfin

1.5.1 Uppgotvun

Charles Alder Wright er talinn hafa verid fyrstur manna til ad smida diasetylmorfin
utfra morfini arid 1874. Fleiri visindamenn gerdu einnig tilraunir 4 efninu en pad var
sidan 4arid 1897 pegar Heinrich Dreser var gerdur ad yfirmanni & rannsoknarstofu
lyfjafyritaekisins Bayer ad hlutirnir féru ad gerast. Dreser setti fram pa hugmynd ad
diasetylmorfin geeti komid i stad kodins sem medferd vid miklum og erfioum hosta.
Dreser gaf ut skyrslu par sem hann greindi fra nidurstodoum Ur rannsoknum sinum. Hann
hafoi komst ad pvi ad diasetylmorfin vaeri mjog ahrifarikt i ad baela nidur hosta og auk
pess hagoi pad 4 og dypkadi ondun. Nidurstadan var pvi st ad diasetylmorfin gaeti skipt
skopum i medferdum vid alvarlegum Ondunarferasjokdomum, par sem pad ekki
eingdngu bealdi nidur hoésta heldur hjapadi pad til vido ad hreinsa lungun af slimi og
o60rum Ohreinindum. Pvi til vidbotar atti ad stafa minni dvanahaztta ef efninu en af
morfini. Sannferdir um ageti diasetylmorfins markadssetti Bayer efnid undir heitinu
her6in i september arid 1898. Nafnid heroin atti ad visa i ordid ,,heroisch” sem pydir
hetjulegt & pysku (Sneader, 1998). Raunveruleg ahrif her6ins komu hins vegar fljott
fram. Auk pess ad hafa mun 6flugri verkjastillandi ahrif en morfin var efnid toluvert
eitradra. Eiturverkunin kom fram i mikilli 6ndunarbelingu og avanahzattu, sem var mun
meiri en af morfini (Boerner o.fl., 1975). Arid 1904 voru sett 16g i Bandarikjunum um
ad lyf metti ekki innihalda meira en 10 mg af herdini i hverju grammi af
lyfjasamstetningu. Arid 1915 voru flestir leeknir haettir ad dvisa heroini po svo ad algjort
bann vid notkun pess hafi ekki verid sett 1 16g fyrr en 1924. Morg 6nnur 16nd bonnudu
efnid 1 kjolfarid en notkun pess var p6 afram leyfd i Bretlandi og er pad enn i dag i

undantekningartilfellum (Sneader, 1998).

1.5.2 Efnafradi

Herdin er tviasetylerud afleida af morfini og byr ad miklu leyti yfir somu efnafredi og
morfin fyrir utan tvo asetylhdpa i stodu 6 og 3. Asetylhoparnir auka fitusaekni
sameindarinnar sem gerir henni audveldara fyrir ad komast yfir lifrenar himnur og
bl6o-heila hemil (blood brain barrier, BBB). Her6inid sjalft hefur ekki mikla saekni 1

vidtaka 6pi6ida en nidurbrotsefni pess 6-monodasetylmorfin (6-MAM) er mjog virkur p-



agonisti. Ahrif heroins eru ad mestu leyti talin vera vegna ahrifa umbrotsefna pess, 6-

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

1.5.3 Efnasmiodi

Herdin er atbuid med asetyleringu 4 badum hydroxylhopum morfin sameindarinnar eins
og sja md & mynd 1-5. Algengast er ad asetylerad sé med yfirmagni af
ediksyruanhydridi (Acetic acid anhydride, Ac,O) eda med ediksyruanhydridi i blondu
med basa eins og pyridini eda benseni, en basarnir gegna hlutverki efnahvata
(Klemenc, 2002). I stad Ac,O hafa einnig verid notud efnin, asetyl-klorid, etylen
diasetat og vatnsfri ediksyra (Odell, Skopec og McCluskey, 2006).

Mynd 1-5. Asetylering & morfini med ediksyruanhydridi til ad mynda heroin.

[ toflu 1-2 ma sja demi nokkrar adferdir til ad smida herdin tfra morfini. Pegar
adferdirnar eru skodadar ma sja ad flestar eiga sameiginlegt er ad notad er yfirmagn af
Ac,0. Sé notad mikid yfirmagn er ekki eins mikil porf & ad auka hitastig og hvarftima
eins og ef litid yfirmagn er notad. Til ad mynda s¢ yfirmagnid minnkad péa hekkar ymist
hitastig eda hvarftimi eda hvorutveggja. Sem demi um ahrif hitastigshaekkunar &
efnahvarfid pa lengist hvarftiminn i adferd Hays o.fl. (1973) tr 3 klukkustundum upp i
prja daga vid pad ad fara ur 90°C nidur i stofuhita.



Tafla 1-2. Dami um adferdir til ad efnasmida herodin.

Morfin: Ac,0" Hitastig Hvarftimi Heimild
(°C) (min)
1:10 90 180 - (Hays, Grady og
Kruegel, 1973)
1:280 50 180 Pyridin (Besacier o.fl., 1997)
1:68 20-22 24 klst. Pyridin (Garrido, Delerue-

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

1:1,5 0 20 TFFA"™ (Odell o.11., 2006)
(Ediksyra)
1:5 20-22 5-6 4- (Klemenc, 2002)
DMAP™™

"Ac,0: Ediksyru anhydrio
“TFFA: Trifltorediksyra

sk

4-DMAP: 4-dimetylaminopyridin

Fraeg adferd vid her6insmidi er svokollud kalk adferd (e. lime method). Pad er einfold
adfero i einu skrefi. Miklu yfirmagni af Ac,O er bett Gti morfinlausn og blandan hitud.
Eftir hitun er lausnin keld, natriumkarbdnati baett ut i og Urhlutad med kloroformi
(Neumann, 1984; Zerell, Ahrens og Gertz, 2005). Garrido o.fl. (2004) nota adferd par
sem morfin hydroklorid er leyst upp i blondu af pyridini og Ac,O og lausnin hraerd vid
stofuhita i solarhring. Efnahvarfid er stodvad med pvi ad hella lausninni & fis.
Hvarfblandan er sidan gerd basisk med pvi ad setja bikarbonat ut i 4dur en hin er
urhlutud meod kloréformi. bessari adferd hefur adur verid lyst af Carrol o.fl. (1976) og
Neville o.fl. (1987). Odell o.fl. (2006) utbtia her6éin med vatnsfrirri ediksyru. Peir byrja
a4 a0 utbua lausn af vatnsfrirri ediksyru og triflGorediksyru (e. trifluoroacetic
acid,TFAA) i isbadi. Morfini er sidan beatt rolega ut i, hraert i 20 minitur og lausnin
tekin Ur isbadinu og 14tin né stofuhita. Her6inid er sidan urhlutad vid basiskar adstaedur
yfir 1 kloréform. Sidasta adferdin sem talin er upp 1 toflu 1-2 sker sig orlitid Gr hvad
vardar tima. bar greinir Klemenc (2002) fra adferd par sem hann notar efnahvatann 4-
dimetylaminopyridin (e. 4-dimethylaminopyridine, 4-DMAP) til pess ad flyta fyrir

asetyleringunni og pannig tekst honum ad stytta hvarftimann nidur i sex minutur.
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1.5.4 Umbrot

Fyrstu visbendingar um ad herdéin hydrolyseradist i
likamanum voru birtar 4rid 1936 pegar morfin fannst Herdin

i pvagi herdinfikla (Boerner o.fl., 1975). Hydrolysa i sto6u 3

v

Helmingunartimi heroéins i blodi er mjog stuttur eda & ménGasetylimiortin (6-MAM)

um 5-9 minatur. { likamanum hydrélyserast pad hratt

i nidurbrotsefnid 6-MAM sem sidan hydrolyserast 1,5% Uts‘kilia e g

afram 1 morfin en helmingunartimi 6-MAM er um med pvagi v

38-45 minttur og morfins um 90-180 minttur S

(Capella-PeirU, Bose, Gil-Agustl, Esteve-Romero og 10% l]tsk:iﬁ Umbrot i lifur
med pvagi

Carda-Broch, 2005). A mynd 1-6 ma sja hvering

Morfin-6-glukarénid

umrboti og utskilnadi herdins er hattad. Rannsoknir o
Morfin-3-glukurénid

hafa synt ad hydrolysering herdins fer ad mestu leyti ,

i

fram 1 raudu blodkornunum. Ensimid asetylkolin 557;1““'_”35“'
med pvagi

esterasi 1 raudum blodkornum hydroélyserar herdin i 6-

Mynd 1-6. Umbrot heréins (Rook, 2006).
MAM og svo afram i morfin (Hutchinson og
Somogyi, 2002). { sermi er ad finna annad ensim sem kallast butyrylkélin-esterasi
(BuChE), pad getur hydrolyserad herdin i 6-MAM en ekki afram i morfin (Salmon,
Goren, Avissar og Soreq, 1999). begar sterstur hluti herdinsins hefur verid brotinn
nidur i morfin er staerstum hluta pess svo umbreytt i morfin-3-glukuronio eda morfin-6-
glukuronid. Umbreytingin fer ad mestu leyti fram i lifur og ad einhverju litlu magni i
nyrum. Litid magn af 3,6-glikaronid getur einnig myndast. Pessar sameindir eru
vatnsleysanlegri og skiljast pvi audveldar at med pvagi (Sporer, 1999). bratt fyrir ad
morfin-3- og 6-glukironid séu heldur skautadar sameindir geta par komist yfir bloo-
heila hemil og valdid toluverori liffreedilega virkni. Morfin-6-glukurénid er til ad mynda

talid vera virkara efni en dumbreytt morfin. Asteedan fyrir pvi ad morfin hefur lengri

verkunartima i nyrnabiludum einstaklingum er talin vera uppsdfnun & morfin-6-

glukuronioi (Goodman o.f1., 2006).

1.5.5 Notkun og ahrif

Talid er ad um 8 milljonir herdinfikla séu i heiminum (Garrido o.fl., 2004), af peim eru

um 1 milljon i Bandarikjunum. Samkvamt nidurstddum r rannséknum sem hafa verid
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gerdar er talid ad einn af hverjum fjorum sem profa efnid einu sinni verdi fiklar
(Goodman o.fl., 2006). Herdin sem sprautad er i @d kallar fram mjog sterka
vellidunartilfinningu (e. high and intense rush) sem likt hefur verid vid kynferdislega
fullnegingu. Ahrifin koma fram innan minatu frd pvi ad efninu er sprautad inn. Eftir
pessa miklu salutilfinningu, sem getur varad allt fra 45 sekundum til nokkurra minttna,
tekur vid um klukkustundar timabil af hugarré og vaerd. Ahrif efnisins hverfa sidan eftir
um 3-5 klukkustundir. Vanir heréin neytendur sprauta sig oft fjorum sinnum 4 dag
pannig ad herdin fikilinn sveiflast stodugt 4 milli vimuastands og fréhvarfseinkenna.
Danarlikur heroéinfikla eru mjog miklar en algengt er ad peir latist vegna ofskdmmtunar
eda vegna sykinga sem peir fa 4 stungustad. Frahvarfseinkennin sem koma fram eru
mjog 6pagileg en po ekki lifshattuleg. Pau eru mjog akof og vara i 5 -10 daga sé ekkert
ad gert. Ahrif frahvarfseinkenna eru oftast 6fug vid vimuéhrifin. Heroin frahvorf 1ysa
sér pvi 1 stekkudum sjadldrum, hradsletti, svita, geesahtid, uppkdstum og nidurgangi,
hita, heekkuoum blodprystingi og fleiri 6pagilegum og daskilegum einkennum. Herdin
er talid eitt af verstu fikniefnunum i heiminum i dag og getur reynst mjog erfitt ad

yfirvinna heréinfikn (Goodman o.1l., 2006).

1.5.6 Misnotkun Islandi

Fra arinu 1995 hefur fikn i 6pi6ida vaxid frekar hratt 4 {slandi og er ein astada pess
talin vera aukin avisun sterkra verkjalyfja utan sjukrahusa og lausasala & kodini sem var
um tima leyfd hér 4 landi (SAA, 2007). Fra peim tima hafa opiumfiklar leitad { vaxandi
meli adstodar hja Samtokum ahugfolks um afengis- og vimuefnavandann (SAA), fyrst
og fremst vegna morfin- og kdédinfiknar en 4 hverju ari eru faeinir einstaklingar sem
leita sér medferdar vegna herdinfiknar. Af peim 201 sprautufiklum sem leitudu sér
medferdar arid 2005 vegna neyslu sinnar h6fou 83 sprautad sig med 6pididum. bar af
voru 15 einstaklingar sem hofou sprautad sig med her6ini, flestir nokkrum sinnum en 4
sprautudu sig daglega. Arid 2006 hofou 28 einstaklingar sprautad sig med herdini, par
af 5 daglega (SAA, 2007). Tvo daudsfoll 4 Islandi voru rakin til ofskommtunar heréins
arid 2005 (Jakob Kristinsson, munnleg heimild, 6. april 2010). P6 svo ad i dag séu
amfetamin og kokain pau efni sem sprautufiklar 4 Islandi nota adallega pa er pad pekkt
erlendis ad eftir mikla notkun & 6rvandi efnum sakja fiklar i meira meeli i réandi efni og
pa einkum i 6pi6ida. I peim 16ndum par sem heréin er i bodi er pad oftar en ekki fyrsta

val fiklanna (SAA, 2007). Her6in er ekki, svo vitad sé, ordid landlegt 4 fslandi. Sem
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demi gerdi logreglan upptek alls um 21 gromm af herdini yfir timabilid 2003-2008
samanborid vid 116 kg af amfetamini og 36 kg af kokaini (Rikislogreglustjorinn, 2008).
Engu ad sidur, ef midad er vio proun sprautufiknar sidustu ar, er talin mikil haetta 4 ad

svo verdi innan skamms og pvi mikilvagt ad vera 4 vardbergi (SAA, 2007).

1.6 Meliaoferoir

1.6.1 Hvada efni er heppilegt ad mala?

Ef grunur leikur & heréinmisnotkun er reynt ad stadfesta pad med pvi ad leita ad efninu i
lifsyni fra vidkomandi. Pad getur hins vegar verid vandkvadum bundid ad greina her6in
i lifsynum s6kum pess hve hratt efnid brotnar nidur i likamanum. P6 svo ad morfin
finnist 1 miklu magni 1 pvagi heroinfikla telst pad ekki sonnum um herdinnotkun. Fra
Opiumvalmuans, birkifree, innihalda einungis litid magn af 6pium alkal6éidum en pad er
b6 pekkt ad neysla peirra hafi gefid falskt jakvadar nidurstodur ar préfunum (Garrido
o.fl., 2004). St leid hefur pvi verid farin ad maela umbrotsefni pess, 6-MAM. 6-MAM
er talid druggasta efnid til ad stadfesta heréinnotkun par sem pad hefur eingdngu verid
greint 1 heroinneytendum og finnst hvorki i 16glegum lyfjasamsetningum 6pi6ida né i
birkifreum. 6-MAM myndast ymist sem Ohreinindi vid herdinframleidslu eda vid
nidurbrot i likamanum eins og kom fram i kafla 14.1 (Lewis, Johnson og Hattrup,
2005). 6-MAM er stodugra i likamanum heldur en herdin og skilst ad hluta til obreytt
ut med pvagi en efnid er samt sem adur mjog vidkvaemt fyrir hydrolysu og finnst
einungis 1 mjog litlu magni i1 blodi og pvagi. Styrkur 6-MAM er eingdngu brot af styrk
morfins 1 pvagi heroinfikils (O'Neal og Poklis, 1998). Helmingunartimi 6-MAM eftir
inndelingu er um 38-45 minutur og pvi parf mjog nema adferd til ad greina pad
(Capella-PeirU o.fl., 2005). Tilraunir hafa einnig verid gerdar med melingar a
asetylkddini sem stadfesting & herdinneyslu. Asetylkddin er aukaafurd sem finnst oft
6loglegu herdini, en pad myndast vid asetyleringu 4 alkaholhdp 1 stodu 6 & kodini.
Meling 4 pvi hefur hins vegar ekki lofad géou par sem pad finnst i mun minna magni
en 6-MAM og er auk pess ekki til stadar i 6llu 6l6glegu herodini. bvi getur neikvaett syni
fyrir asetylkodini ekki afsannad herdinneyslu pd svo ad jakveatt syni geti stadfest
notkunina. Asetylkodin er hins vegar talid henta vel til ad greina 4 milli neyslu 4 16glegu
og Ologlegu herdini hja einstaklingum 1 her6in-vidhaldsmedferdum (e. Heroin

Maintenance Program) (O'Neal og Poklis, 1998).
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1.6.2 EO0lis- og efnafraedilegir eiginleikar 6-MAM

6-MAM er medalstor sameind med mélmassann 327 g/mdl. Sameindin innheldur einn
asetyl hop 1 stodu 6 og skautadan fenol hop i stodu 3. 1 stodu 17 er prigildur aminéhopur
og milli kolefna 4 og 5 er surefnisbrd. 6-MAM er meira skautad en herdin en minna
skautad en morfin og kemst nokkud audveldlega yfir fituseeknar himnur og BBB. 6-
MAM hefur pKa gildin 7,96 og 9,46 (Maquille, Guillarme, Rudaz og Veuthey, 2009) og
getur badi haft neikveda og jdkvaeda hledslu likt og morfin. Samokud tvitengi i
aromatiska hluta sameindarinnar hafa pau ahrif ad efnid gleypir 4 utfjélublaa svidinu en
hamarksgleypni pess er vid bylgjulengdina 287 nm (Clarke, Moffat, Osselton og
Widdop, 2004). Aromatiski hlutinn getur einnig gefid fra sér flarljomun sé sameindin
orvud vio rétta bylgjulengd. Syrustig skiptir par einnig mali en pegar fen6l hopurinn er
jonadur getur hann ekki flarljomad og pvi mega adstedur ekki vera mjog basiskar

(Skoog, Holler og Nieman, 1998; Watson, 2005).
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1.6.3 Birtar maliadferdir

[ t6flu 1-3 ma sja deemi um nokkrar maliadferdir sem hafa verid birtar um malingar &
6-MAM. Oftar en ekki eru adferdirnar midadar vid ad mald séu fleiri en eitt efni, oft

nokkrar tegundir 6pidida eda jafnvel opididar dsamt 60rum 6skyldum fikniefnum.

Tafla 1-3. D@mi um birtar mealiadferdir fyrir 6-MAM

Lifsyni Urhlutun Afleiduefni i Heimild
H, M, B160, SPE MBTFA GC/MS 1 (Goldberger o.11., 1993)
6MAM plasma,
munnvatn,
pvag
H, M, Munnvatn, SPE BSTFA/ GC/MS 1 (Wang, Darwin og Cone, 1994)
6MAM plasma, TMCS
pbvag, har
M, K, BIlod, SPE PAA GC/MS <5 (Geier, Bergemann og
6MAM plasma vonMeyer, 1996)
M, K, bvag SPE PAA GC/MS 50 (Galloway, Ashford, Marsh,
6MAM Holden og Forrest, 1998)
M,K, Munnvatn Vokva/ BSTFA/ GC/MS 0,6 (Campora, Bermejo, Tabernero
6MAM vokva TMCS og Fernandez, 2006)
M, K, bvag Vokva/ PFPA/ GC/MS 50 (Saito, Mase, Takeichi og
6MAM vokva PFPOH Inokuchi, 2007)
H, M, Sviti SPE BSTFA/ GC/MS 2,5ng/ (Brunet, Barnes, Scheidweiler,
K, TMCS plastur Mura og Huestis, 2008)
6MAM
6MAM bvag SPE Kalium HLPC/ 1 (Derks, Vantwillert,
hexacvané- FLD Pereboomdefauw, Zomer og
ferraty(IH) Loeber, 1986)
H, M, bvag SPE - HPLC/ <7 (Low og Taylor, 1995)
K, uv
6MAM
H, M, Plasma SPE - HPLC/ 25 (D. Bourquin, Lehmann,
Hammig, Buhrer og
6MI§M DAD (LOQ) Brenneisen, 1997)
H, M, Plasma SPE - HPLC/ 10 (Daniel Bourquin, Bundeli,
K, DAD (LOQ) Lehmann og Brenneisen, 1999)
6MAM
H, M, bvag SPE - HPLC/ 0,5 (Katagi, Nishikawa, Tatsuno,
K MS Miki og Tsuchihashi, 2001)
9
6MAM
M, K, Plasma SPE - HPLC/ 30 (Fernandez, Morales, Vazquez,
6MAM DAD Bermejo og Tabernero, 2006)
H, M, B160, pvag Vokva - LC/ 2 (Gergov, Nokua, Vuori og
K, /vokva MS/MS Qjanpera, 2009)
6MAM
M, bvag SPE Anilin/NaNO, CE/ 0,5 (A. Alnajjar, 2008)
6MAM FLD

Efni: H: Herdin, M: Morfin, K: Kodin, 6 MAM: 6-moénodasteyl morfin. “Fleiri efni einnig mald samtimis. Urhlutun:
SPE: Suluskilja (e. Solid Phase Extraction) Afleiduefni: MBTFA: N-metyl-bis-triflaorasetamid, BSTFA: N-O-
Bis(trimetylsilyl)-triflaorasetamid, TMCS: Trimetylklorosilan, PAA: Propansyruanhydrid, PFPA: Pentafluorpropan
anhydrio, PFPOH: Pentafltior-1-propanol. Taki: GC: Gasgreinir, HPLC/LC: Vokvagreinir, CE: Capillary
electrophoresis. Nemi: MS: massaskynjari, UV/DAD: UV eda DAD skynjari, FLD: flarljémunarskynjari.
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Eins og sést i toflu 1-3 hafa flestar adferdirnar verid prdéadar 4 annad hvort gasgreini
tengdum vid massagreini (e. Gas chromatography mass spectrometry, GC/MS) eda
haprystivokvagreinum (e. High performance liquid chromatography, HPLC) tengdum
vid ljosmala. Algengast er ad nota ljésmala sem nema utfjolublda gleypni efna
(Ultraviolet spectroscopy, UV og DAD) eda skynjara sem mela flirljdomun efna
(fluorescence detector, FLD).  Adrar adferdir sem hafa og eru notadir eru
harpipurafdrattur (e. capillary electrophoresis, CE) og vdkvagreinar tengdir vid
massagreina, (LC-MS og LC-MS/MS). A Rannsoknarstofu i lyfja- og eiturefnafraedi
(RLE) eru til stadar GC/MS, HPLC-DAD og HPLC-FLD.

1.6.4 Svnaundirbuningur og urhlutun

Vi0 lyfjamalingar og malingar 4 60rum efnum 1 lifsynum skiptir synaundirbiningurinn
verulega miklu mali. Synaundirbiningur getur oft verid badi timafrekur og erfidur og
er talad a0 hann taki um 80% af heildartima efnagreiningarinnar (Novakova og
Vickova, 2009). Hvernig synaundirbuningurinn er framkvemdur hefur ahrif 4 allt sem
gerist 4 eftir og pvi er verulega mikilveegt ad hann sé rétt utfeerdur. bPegar leitad er ad
lyfjum 1 lifsynum eru pau oftast i mjog lagum styrk og pvi parf venjulega ad
framkvaema urhlutun. Urhlutunin er framkvamd badi til pess ad auka styrk efnis i
syninu og til pess ad losna vid innraen efni sem truflad geta maelingarnar. I adferdunum
sem listadar eru upp i téflu 1-3 er baedi notud vokva-vokva urhlutun (e. liquid-liquid
extraction, LLE) og fastfasa stluskiljun (e. solid phase extraction, SPE). LLE var ein af
fyrstu adferdunum sem préud var til synaundirbinings og er hun téluvert notud enn i
dag. Aodferdin byggir 4 flutningi efnisins sem 4 ad mela Ur vatnsfasa yfir i
oblandanlegan leysi. Flutningurinn er hadur dreifistudli efnisins (Kon) en studullinn
lysir dreifingu efnis 4 milli vatns- og oktanol fasa. Vid LLE skiptir val & leysi og
syrustig vatnsfasa pvi miklu mali auk fleiri patta. Gallinn vid LLE er hins vegar s ad
adferdin krefst mikils magns lifrenna leysa sem getur gert hana badi dyra og
6umhverfisvaena. Adferdin 4 auk bpess til ad vera timafrek og hun hentar ekki vel fyrir
vatnssekin efnasambon, einnig er hatta 4 ad pad myndist fleytur (e. emulsion) vid
urhlutunina en fleytumyndun haft hrif 4 heimtur efnisins (Cusack og Fremeaux, 1991;
Novakova og Vlckova, 2009). SPE trhlutun er tiltdlulega einfold adferd sem felur i sér

notkun & stlu sem fyllt er med adsogandi efni, stodufasa, eins og til demis kisil eda
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ofugfasa kisil. Stodufasinn parf ad geta sogad til sin efnid sem verid er ad uUrhluta r
vokvanum og eiginleikar hans skipta pvi miklu mali i SPE. Ozskileg efni eru sidan
pvegin af sulunni med vokvum sem ekki leysa efnid sem verid er ad urhluta af sulunni
og a0 lokum er efnid losad af stlunni med hentugum leysi. Notkun SPE tarhlutunar
hefur aukist mikid vid hreinsun & lifsynum. Kostir SPE fram yfir LLE er medal annars
ad meira urval er i vali 4 leysum, pad myndast ekki fleytur, pad parf einungis litid magn
af leysum auk pess sem SPE getur verid fljotlegri. Margar rannsoknarstofur i dag eru
komnar med sjalfvirkan SPE bunad sem geta urhlutud allt ad hundrad syni i einu.
Yfirleitt er maelt med pvi ad notadur s¢ innri stadall pegar verid er ad urhluta med SPE
ef ske kynni ad hluti ad efninu festist varanlega 4 stlunni (Watson, 2005). SPE er mest
notada urhlutunaradferdin vid hefdbundnar malingar 4 lifsynum i dag (Novakova og
Vlickova, 2009). I tolf af fimmtan adferdum i toflu 1-3 er notud SPE. Bourquin o.fl.
(1997) proud adferd par sem peir Urhlutudu 6-MAM og morfin ur blédvokva med
handvirkri SPE trhlutun. Med adferdinni nadu peir ad magngreina efnin i styrknum 25
ng/mL. Adferdina préoudu peir svo afram og skiptu yfir i sjalvirkan SPE binad sem
feerdi peim aukid nemi en magngreiningarmorkin fyrir 6-MAM og morfin foru nidur i
10 ng/mL (Daniel Bourquin o.l., 1999). Fernandes o.fl. (1996) greina fra pvi i rannsdkn
sinni ad notkun SPE hafi gefid peim hreinni extrokt 4dsamt betri heimtum.
Endurtakanleikinn var einnig betri d4samt pvi ad peir spérudu mikid efni og mikinn
leysi. A RLE er ekki til stadar sjalfvirkur SPE bunadur og par er venjan ad nota LLE

nema pess s¢ ekki kostur.

1.6.5 Skiljunaradferdir

Skiljunaradferdir (e. chromatography) gerir rannséknarménnum kleift ad skilja ad
naskyld efni i blondu. Skiljunaradferdir byggja a pvi ad efni eru flutt dfram med
fer0afasa (e. mobile phase) sem getur ymist verid vokvi eda gas. Ferdafasanum er sidan
prongvad i gegnum dblandanlegan stodufasa (e. stationary phase) sem er ymist fastur
inn 4 stlu eda 4 60ru fostu yfirbordi. Sé stodufasinn fastur inn & stlu er talad um
suluskiljun (e. column chromatography). Fasarnir tveir eru valdir med pad i huga ad
efnin sem 4 ad adgreina dreifist mismunandi & milli ferdafasa og stodufasa. Efni sem
dreifast mikid yfir i stodufasann ferdast haegt i gegnum suluna en pau sem hafa meiri
tilhneigingu til ad halda sig i ferdafasanum ferdast hradar i gegn. Pessi munur &

fledihrada efna 1 gegnum stluna gerir pad ad verkum ad hagt er ad skilja pau i sundur.
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Suluskiljun er sidan flokkud eftir pvi af hvada gerd ferdafasinn er. Stluskiljun par sem
ferdafasinn er vokvi kallast vokvaskiljun (High performance liquid chromatography,
HPLC) og par sem hann er & gasfasa kallast gasgreining (e. Gas chromatography)
(Skoog o.fl., 1998). bessa flokkun er svo hagt ad flokka nidur i mismunandi tegundir en

hér verdur ekki farid nénar i pad.

1.6.6 Gasgreining

Vi0 gasgreiningu er efninu sem 4 ad greina komid yfir & gasform 4dur en pvi er sprautad
inn & stlu. Efnid er sidan flutt afram i gegnum stluna af ferdafasa 4 gasformi. Eina
hlutverk ferdafasans i gasgreiningu er ad flytja efnid afram 4 stlunni, ferdafasinn hefur
ad 60ru leyti ekki ahrif & pad. Mikilvaegt er ad gasid sem notad er sé ovirkt (e. inert) en
algengustu gastegundirnar eru helium, kofnunarefni og vetni (Skoog o.fl., 1998). battir
sem helst hafa ahrif 4 adgreiningu efna i gasgreini eru ferdafasi, tegund og pykkt
stodufasa, stluhitastig, lengd og innra pvermal sulu. Eftir pvi sem stluhitinn er meiri
pvi verri er adgreining efnanna par sem vixlverkun vid stodufasann minnkar.
Adgreining eykst eftir pvi sem sulan er lengri, pannig er haegt ad auka adgreiningu efna
med pvi skipta yfir 1 lengri stlu. Eftir pvi sem stodufasinn er pykkari pvi meira tefur
hann efnin sem fara i gegnum suluna. Pad er hagt ad nyta sér til demis pegar verid er
ad greina mjog rokgjorn efni sem annars myndu ferdast mjog hratt i gegnum suluna.
Almennt gildir ad pvi minna sem innra pvermal stlunnar er pvi betri er adgreiningin

(Watson, 2005).

1.6.6.1 Sulur og skynjarar

Stodufasinn & GC sulu er latinn adsogast a fast yfirbord sulunnar. Til eru baedi pakkadar
sulur (e. packed columns) og mjosulur (e. capillary columns). Mjoéstlurnar hatfa minna
innri pvermal og eru lengri en par pokkudu og eru almennt skilvirkari. Dami um
skynjara sem notadir eru fyrir gasgreina eru logaskynjarar (e. Flame Ionization
Detectors, FID), varmaleioniskynjarar (e. Thermal Conductivity Detectors, TCD),
elektronufangari (e. Electron-Capture detectors, ECD) og massaskynjari (e. Mass
spectrometer, MS). Massaskynjari er s4 nemi sem mest hefur verid notadur vid malingu
Opidida med gasgreini. Massaskynjara er haegt ad tengja beint vid gasgreininn pannig ad
efnin fara beint inn i skynjarann pegar pau koma utaf stlunni. Nidurstodur ur GC/MS

eru tvennskonar, annars vegar er haegt ad f4 hefdbundinn greiningarferil (e.
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chromatogram) par sem heildar jon straumur (e. total ion current) er gefinn upp sem fall
af tima og hins vegar er hegt ad f4 massar6f (e. mass spectrum) af hverjum topp fyrir
sig 4 greiningarferlinum par sem heildar jon straumur er gefinn upp sem fall af

massa/hledslu hlutfalli (m/z) jonanna (Skoog o.fl., 1998).

1.6.6.2 Afleidumyndun fyrir GC/MS

Til pess ad efni henti til gasgreiningar purfa pau ad vera negilega rokgjoérn svo ad hegt
s¢ a0 koma peim yfir 4 gasform an pess ad pad purfi ad hakka hitann of mikid.
Tilgangurinn med afleidumyndun er pvi oftast ad gera skautud efni rokgjarnari svo pad
faist betri og skarpari toppar (Watson, 2005). Deemi um efni sem naudsynlegt er ad
afleidumynda eru lifrenar syrur, amid, efni sem innihalda marga hydroxylhopa og
aminosyrur (Blau og King, 1978). Opiodidar eins og morfin og 6-MAM innihalda
hydroxylhopa, morfin tvo og 6-MAM einn, en slikur hopur dregur Gr rokgirni peirra.
Eins og sést i toflu 1-3 er afleidumyndun évallt beitt i peim tilfellum par sem GC er

notad til ad greina 6pidida.

N-metyl-bis-triflaorasetamid (MBTFA), sja mynd 1-7,

O O
er afleiduefni sem trifluordasetylerar eingilda og tvigilda )L )J\
N CF

amindhopa, hydroxylhopa og bpidlhopa vid mildar F3C 3

adstedur. Helsta aukaefnid sem myndast er ba&di |
CHa

stodugt og rokgjarnt og hefur ekki ahrif & gasgreininguna niynd 1-7. N-metyl-bis-

e i,
og parf pvi ekki ad inngufa burt afgangs afleiduefni riflforasetam?
(Thermo Fisher Scientific Inc, 2010b). Golberger o.fl. (1993) nota petta efni til ad
asetylera 6-MAM. beir byrja 4 a0 urhluta efnid ur lifsynum med SPE, lifreenn leysir er
sidan inngufadur ad fullu og 40 uL af MBTFA bett Ut i leifina og leyft ad hvarfast vid

60°C 1 30 minatur adur en syninu er sprautad inn & GC.

N-O-bis-(trimetylsilyl)-trifliorasetamid (BSTFA), sja CH-
mynd 1-8, er afleiduefni sem hvarfast vid fjéldann allan CH»:—S%—CH»:
af skautudum lifreenum efnasambondum. BSTFA skiptir p\
) CH
ut vetnisatomi fyrir trimetylsilyl hop (Si(CHs)s). Pad ad //\\ I Ha
. , C , . CF4 0O-S1—CH,
skipta Ut vetnisatominu dregur Ur skautun efnisins og ' ‘
CH,

minnkar vetnistengingu. Silylerud afleida er pvi badi Mynd 1-8. N-O-Bis(trimetylsilyl)-
triflhorasetamid
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rokgjarnari og varmafradilega stodugri en upphafsefnid en er po vidkvaemara fyrir
hydrolysu. BSTFA og aukaafurdir pess eru tiltdlulega rokgjarnar og hafa ekki mikil &
ahrif 4 gasgreiningu efnisins, pvi parf ekki ad inngufa afgangs afleiduefni burt 4dur en
syninu er sprautad inn 4 GC (Thermo Fisher Scientific Inc, 2010a). I premur adferdum
sem lyst er t6flu i 1-3 er notud blanda af BSTFA og trimetylklorosilan (TMCS) til
afleidumyndunar en bpar gegnir TMCS hlutverki efnahvata. Wang o.fl. (1993)
einangrudu kokain, herdin og nidurbrotsefni peirra Ur lifsynum med SPE og
magngreindu med GC/MS eftir afleidumyndun med BSTFA og 1% TMCS. Campora
o.fl. (2006) notudu sdmu efni til ad mynda trimetylsilylafleidur af kodini, morfini og 6-
MAM eftir LLE Gr munnvatnssyni. Brunet o.fl. (2008) urhlutudu med SPE mepadon,
her6in, kékain og nidurbrotsefni peirra Gr svita og myndudu fleygar afleidur med
BSTFA/TMCS. Almennt for afleidumyndunin pannig fram ad eftir Grhlutun var lifreni
leysirinn inngufadur ad fullu. Leifin var leyst upp i BSTFA/TMCS og hvarfblandan
hitud vid 60°C i 20 minttur. Lausninni var sidan sprautad beint inn 4 GC, ekki gerdist
porf &4 a0 inngufa hvarfefnid burt 4dur. Naemi pessara priggja adferda var mjog gott

(Brunet o.f1., 2008; Campora o.fl., 2006; Wang o.fl., 1994).

Propansyruanhydrid (PAA), sja mynd 1-9, og

pentafliorpropansyruanhydrid  (PFPA) eru O O

asylerandi afleiduefni sem asylera medal annars H3C vu\ OJK/CHS
amindéhopa og alkaholhopa. PAA og PFPA Mynd 1.9, Prépionsyru anhgdri6 (PAA).
hvarfast vi0 efni sem innihalda virk vetnisatom

eins og NH-, OH- og SH- og mynda amid, estera og pidestera. Vid pad eykst rokgirni
skautadra efna auk pess ad efnin verda hitastodugri. Asylering er vinsal adferd pegar
kemur ad pvi ad utbua rokgjarnar afleidur en naudsynlegt er p6 ad inngufa hvarfefniod
burt adur en syninu er sprautad inn 4 GC. Geier o.fl. (1996) og Gallow o.fl. (1998)
utbua afleidur med PAA. Geier og félagar urhluta morfin, kodin, dihydrékddin og 6-
MAM ur bl6di med SPE, inngufa lifrena leysinn fra og bata PAA vid leifina og lata
hvarfast i 45 minttur vid 100°C. Afgangs afleiduefni er svo inngufad burt og leifin leyst
upp 1 etylasetati 4dur en henni er sprautad inn & GC. Gallow og félagar nota svipada
adfero, peir urhluta morfin, kodin og 6-MAM ur pvagi med SPE, inngufa og bata sidan
pyridini og PAA vid leifina, hita vid 75°C 1 30 min, inngufa afleiduefni frd og leysa
leifina upp 1 butylasetati adur en sprautad er inn & GC. Saito o.fl. (2007) Grhlutudu med
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LLE efedrin, amfetamin, kokain og nidurbrotsefni pess og 6pididana morfin, kdédin, 6-
MAM og dihydrokodin ur pvagi. Efnin voru sidan 61l greind samtimis med GC/MS eftir
afleioumyndun med PFPA og Pentafltor-1-propandl (PFPOH) sem hvata.
Afleidumyndunin for fram vid 70°C i 40 minttur, afleiduefnid var sidan inngufad burt
og leifin leyst upp 1 etylasetati 4dur en syni var sprautad inn & GC. Adferdin sem notud
er & RLE til ad greina 6pidida i lifsynum felur i sér afleidumyndun med Ac,O og svo
greiningu med GC/MS. Pegar pessari adferd er beitt umbreytist allt morfin og 6-MAM
i syninu 1 diasetylmorfin og par af leidandi er ekki haegt ad greina 4 milli morfins og 6-
MAM. Afleiduefnid PAA er til & rannsoknarstofu RLE og pvi var tekin dkvordun um
ad proa adferd par sem notud veri vokva-vokva trhlutun og sidan afleidumyndun med

PAA 1istad Ac,O og greina svo med adstod GC/MS.

1.6.7 Vokvagreining

[ vokvagreiningu er ferdafasa 4 vokvaformi deelt afram undir prystingi, eftir stalsalu
sem hidud er ad innan med ymist skautudum eda oskautudum stdodufasa. Adgreining
efnanna byggir svo 4 mismunandi dreifingu peirra 4 milli stodufasa og ferdafasa.
Algengastu skynjararnir {f HPLC tekjum eru ljosskynjarar. Pad krefst pess ad efnin sem
verid er ad mela gleypi 1jos 4 utfjélublau svidi eda flarljomi en afleidumyndun er oft
naudsynleg fyrir pau efni sem skortir lithopa (e. chromophore). Pad er naudsynlegt ad
urhluta efnin Ur lifsynum eda 60rum synum adur en hagt er ad mala pau med HPLC.
Vid vokvagreiningu parf mikid magn af lifrenum leysum til ad ferdast med efnin eftir

sulunum, pad getur verid badi kostnadarsamt og 6umhverfisvent (Watson, 2005).

1.6.7.1 Sulur

Hagt er ad flokka HPLC sulur groflega i tvo flokka. Venjulegar stlur (e. normal phase
columns) og Ofugfasa sulur (e. reversed phase columns). Venjulegar sulur innihalda
skautadan stodufasa ur kisilgeli (e. silica gel). Adgreiningin byggir &4 pvi ad skautadir
hopar &4 sameindum mynda vetnistengi vid skautada hydroxylhopa a kisilgelinu. Pannig
ferdast skautud efni haegar i gegnum venjulega stlu en dskautud efni. Ofugfasa sila
inniheldur 6skautadan stodufasa. Oftast kisilgel par sem btid er ad hengja fituseknar
kolefniskedjur & skautuda hydroxyl hopana gelsins. Kolefniskedjurnar geta verid af
mismunandi lengd, en algengst er ad per innihald 18, eda 8 kolefni og kallast paer pa

ymist oktadesyl silan (C18) stlur eda oktyl silan (C8) sulur. Efni sem eru 6skautud

21



mynda van der Wals tengingu vid fituseknu kedjurnar 4 leidinni i gegnum suluna og
ferdast pannig hagar 1 gegn en skautudu efnin. Adrir pattir sem hafa ahrif 4 afkastagetu
HPLC stlna er lengd peirra, innra pvermal og kornasterd. Pvi lengri sem sulan er pvi
meiri upplausn faest 4 greiningarferilinn en & moéti kemur ad rastima efnanna eykst, betri
adgreining efna fest eftir pvi sem kornasterd er minni og pvi minni sem innra pvermal

sulunnar er pvi skarpari toppar komar fram 4 litrinu (Skoog o.fl., 1998; Watson, 2005).

1.6.7.2 Ferdafasi

Ferdafasinn skiptir einnig miklu mali en par gildir 16gmalid ,likur leysir likan”.
Skautadur ferdafasi flytur skautud efni hratt af venjulegum sulum og o6skautadur
ferdafasi flytur pau hegt i gegnum suluna. Pegar um 6fugfasa stlu er ad reda gildir ad
6skautadur ferdafasi flytur 6skautud efni hratt i gegnum suluna en skautadur ferdafasi
hagt (Watson, 2005). Syrustig ferdafasans getur haft ahrif & hrada jonanlegra efna i
gegnum sulu. Morg lyf eru annad hvort veikar syrur eda veikir basar og pvi er oft hegt
ad hafa ahrif 4 rastima peirra med pvi a0 breyta syrustigi ferdafasans. Jonud efni leita
meira i skautadan fasa en ¢jonud og ofugt og haegt er ad nyta sér pad vid val &
samsetningu ferdafasa. Pad ma pvi ef til vill segja ad samspil & milli stlu og ferdafasa

sé lykilatridi vio préun HPLC adferda (Skoog o.11., 1998; Watson, 2005).

1.6.7.3 Afleidumyndun

[ sumum tilfellum er naudsynlegt ad mynda afleidur af efnunum sem & ad mela.
Astedurnar geta verid mismunandi, til deemis ad minnka skautun efnis svo hagt sé ad
nota 0fugfasa stlu i stad venjulegrar sulu eda til ad auka nemi eda sérteekni adferdar
(Skoog o.fl., 1998). Einnig getur purft ad mynda afleidur af efnum sem skortir lithopa
eins og var nefnt hér 4 undan. I HPLC adferdunum sem eru nefndar i toflu 1-3 sést ad
ekki gerist porf 4 afleidumyndun pegar UV- eda DAD skynjarar eru notadir til ad mala
6pidida eins og morfin og 6-MAM. begar FLD skynjarar eru notadir parf hins vegar ad
mynda flurljomandi afleidur par sem 6pididarnir hafa ekki nagilega sterka flurljomun

einir og sér.

1.6.7.4 HPLC-DAD/UV
Low og Taylor (1995) meldu heréin, 6-MAM, koédin, pholkodin, dihydrokodin og

morfin med venjulegri kisilgel stlu, 20 cm ad lengd, 2 mm innra pvermal og

kornasterdina 3 um, med HPLC-UV. Ferdafasinn var blanda af diklérmetani (DCM),
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dietylamini og metanoli. Peir smidudu engar afleidur heldur nyttu sér natturulega
lj6sgleypni efnanna vid melingarnar. Fernandez o.fl. (2006) maldu samtimis morfin,
kédin, 6-MAM, kokain og mepaddon og nidurbrotsefni eftir urhlutun efnanna ur
blédvokva. Peir notudu HPLC-DAD og C8 sulu, 25 cm ad lengd, med 4,6 mm innra
pvermal og 5 um kornastaerd. Ferdafasinn var asetonitril (e. acetonitrile, ACN) og fosfat

studpiida med pH 6,53.

1.6.7.5 HPLC-FLD

Derks o.fl. (1985) préudu adferd til ad mela 6-MAM 1 pvagi hja einstaklingum sem
grunadir voru um misnotkun 4 her6in. Adferdin byggir & SPE trhlutun, afleidumyndun
og HPLC-FLD. Notud var venjuleg 15 cm kisilgelstila og basiskur ferdafasi.
Afleidumyndunin var byggd 4 adferd Takemori (1968) par sem morfini er breytt i
flarljomandi dimer med hjalp oxara (e. oxidant), nema hér var adferdinni beitt til ad
mynda flurljdémandi dimer af 6-MAM. Eftir urhlutun var leifin leyst upp i saltsyru,
studpuda (pH 8,5) batt ut i og sidan kalium hexancyanoferrati (IIT) og leyft ad hvarfast
2 minUtur &dur en hvarfid var stodvad med saltstyru og ACN. Lausninni var sidan
sprautad inn 4 HPLC-FLD. Orvunarbylgjulengdin var 320 nm og
ljdémunarbylgjulengdin 436 nm. Med pessari adferd nddu peir greiningamdrkum (e.
limit of detection, LOD) nidur i 6 ng/mL. Peir proa sidan somu adferd a 6fugfasa sulu
en pannig reynist hiin mun nemari og fer LOD nidur i 1 ng/mL. Einnig baeta peir vid
sjalfvirkum afleioumyndunarbtinadi sem jok badi endurtakanleika (e. reproducibility)
og skilvirkni (e. efficiency) adferdarinnar. Héfundar telja b6 ad med pessum breytingum
aukist ekki likur & pvi ad finna 6-MAM 1 synunum (Derks o.fl., 1986). Nemi og
sértekni adferda sem nota FLD getur verid mjog mikil og i tilfellum par sem efni
finnast 1 mjog lagum styrk eins og 6-MAM getur HPLC-FLD verid spennandi kostur.
HPLC-FLD er til stadar & RLE og pvi spennandi ad nyta pa tekni til greiningar 4 6-
MAM.

1.6.7.6 HPLC-MS

Katagi o.fl. (2001) nota vokvagreini tengdum massagreini til ad proa einfalda, fljotlega
og nema adferd til ad mela nidurbrotsefni herdins i pvagi. Par var ekki notud
hefobundin trhlutun heldur notud stluskipta adferd (e. column switching technique) par

sem pvagsyni er sprautad inn 4 HPLC og synid fer fyrst i gegnum stlu sem sér um ad
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losa synid vid d@skileg efni og svo tekur vid hefobundin adgreiningarstla. Sulan sem sé
um ad hreinsa synid var sterk katjonaskipta stla (e. strong cation-exchange column-
SCX). Adgreiningarsulan var einnig SCX stla, 15 cm 4 lengd, innra pvermal 1,5 mm og
kornasterd var 5 um. Ferdafasinn var blanda af 10 mM ammoénium asetati (pH 6) og
ACN. Massagreinirinn var keyrdur badi 4 skimun og SIM (e. selected ion monitoring)
adferoum. Skimun skiladi neemi upp 4 10 ng/mL fyrir 6-MAM en med SIM aodferdinni
jokst nemid i 0,5 ng/mL. Gergov o.fl. (2009) skima eftir og magngreina 25 6pidida i
bl6oi og pvagi med HPLC-MS/MS. Efnin voru urhlutud med butyl asetati vid pH 7 og
adskilin & HPLC med C18 ofugfasasulu og ferdafasanum ACN og ammoénium asetati
(pH 3,2), keyrdum 4 stigli (e. gradient). LOD fyrir 6-MAM var 2 ng/mL med pessari
adferd. Eins og sést eru LC/MS adferdir nemar adferdir og krefjast ekki
afleidumyndunar fyrir 6pidéidana og eru pvi spennandi kostur. Vokvagreinir tengdur vid

massagreini er enn sem komid er ekki til stadar 4 RLE.

1.6.8 Mjodsulurafdrattur

Mjoésulurafdrattur er frekar nyleg efnagreiningatekni par sem mjosula er fyllt med
studpuda, sulan er um 40-100 cm 16ng og med innra pvermal um 10-100 um. Sulan
liggur & milli tveggja studpuda kerfa sem einnig innihelda platinurafskaut. Syninu er
komid fyrir 4 60rum enda sulunnar og spenna er sett 4 rafskautin tvo sem skilur efnin
ad. Adskilnadur 4 efnunum byggir & mismunandi hrada jona efnanna i rafsvidi og pessa
adferd er pvi eingéngu hagt nota fyrir efni sem eru jonanleg. { grein fra arinu 2008 er
sagt fra pvi pegar flirljomandi azo-afleidur eru smidadar af morfini og 6-MAM (A. O.
Alnajjar og El-Zaria, 2008). { adferdinni eru myndadar afleidur med diasonium salti af
anilin hydrokloridi og morfini og 6-MAM vid lagt hitastig og basiskar adsteedur. Efnin
syndu mikla flarljomun og hoéfundar leggja til ad afleidurnar sé hegt ad nyta til ad
greina 6loglega herdinneyslu. Alnajjar (2008) notar sidan azo-afleidurnar til ad greina
6-MAM og morfin i pvagsynum med CE/FLD. Med adferdinni nadu peir nemi upp a
0,5 ng/mL sem telst mjog mikid fyrir CE par sem mjog litid synamagn er notad i einu.
bar sem azo-afleidurnar virdast hafa mikla og sterka flarljomun veri spennandi ad
utbua per og mala & HPLC-FLD en ekki er vitad til pess ad afleidurnar hafi verid

meldar 4 vokvagreini adur.
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2 MARKMID

Herdin umbrotnar & drskdommum tima i umbrotsefnid 6-MAM sem sidan brotnar afram
nidur 1 morfin. S6kum pessa nidurbrots getur pvi oft verid erfitt ad greina herdinneyslu
fra morfinneyslu. Mogulegt er po ad greina 6-MAM 1 pvagi sé ekki of langur timi lidinn
fra neyslu. Med mjog nemum adferdum ma einnig greina efnid i blodi fyrstu tveer
klukkustundirnar eftir neyslu.

Adalmarkmid verkefnisins er ad proa einfalda og neema meliadferd til ad greina morfin
og 6-MAM 1 pvagi samtimis. Ef naemi adferdarinnar gefur tilefni til verdur athugad

hvort nota megi adferdina til greiningar & pessum efnum i bl6di.

Undirmarkmid:
* Nyleg rannsokn hefur leitt 1 [j6s ad morfin og 6-monodasetylmorfin mynda mjog
flarljémandi afleidur eftir hvorf vio diasoterad anilin. Kanna & hvort nota megi

pessar afleidur til greiningar & framangreindum efnum i pvagi og jafnvel 1 bl6oi.
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3.1 Efni
Efni
Ediksyruanhydrio

4-dimetylaminépyridin

Diklérmetan
Morfin-HC1
Natriumsulfat
Iséprépanol
Natriumhydroxio

Natriumhydroégen

karbonat
Etanoél
Etylasetat
Sykléhexan
Pyridin
Natrium bikarboénat
Natriumkarbénat

Magnesiumsulfati

Hydroxylaméniumklorioi

Kofnunarefni
Natriumsulfat
Trietylamin
Anilin hydroklério
Anilin sulfat

Kloéroform

3 EFNI OG TAKI

Geaeoi

99%

HPLC

Pro-analysis

HPLC

Pro-analysis

Pro-analysis
HPLC
Pro-analysis
Pro-analysis
GR

GR

For synthesis

HPLC

Framleidandi
Ridel-de-Haen
Aldrich
Sigma-Aldrich
Lyfjaverslun rikisins
Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Riedel-de Haen
Merck
Merck
E&A
Merck
Isaga/AGA
Merck
Merck
Sigma
E&A

Sigma

Lotunumer

7046A

11015M4-442

73108

TA460449

9169S

K16289329

K31128383

80018

K28240166037

K16289329

A829973

M-65

9606181

6649

523992

9084M

A-T775

9084M
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Prépansyruanhydrio >96%

Natrium nitrit E&A S347
6-MAM stadall Cerilliant FE021109-01
Morfin-d; Cerilliant FE052208-01
Kodin-d; Cerilliant FE102308-01
Metandl HPLC Sigma-Aldrich 9462M
Asetonitril HPLC Sigma-Aldrich 86700
3.2 Teaki
Taeki Framleioandi
Vog Mettler Toledo AB135-S/FACT
Mettler PM4600
Inngufunartaeki Organomation-Associates. Inc.
N-EVAP
HPLC Agilent 1200 Series, Agilent Technologies
Syrustigsmeelir og PHM-220 LAB pH meter. Meterlab®.
segulhraera Radiometer analytical
UV ljésmeelir Beckman Life Science UV/VIS
Spectrophotometer DU 530
Skilvinda Beckman GPR Centrifuge
Rétavapor Buchi 011. Laboratoriums-Technic Ag. Schweiz
pH pappir Whatman Indicator Paper TC 03160
Veltitaeki
Hitablokk Cole Parmer Multi-Block Heater
Pipettur Finnpipette 5-40 pl

Finnpipette 20-200 pl
Finnpipette 250-1000 pl
Eppendorf Multipipette Stream 1-5000 pl

Hristari (e. Vortex) Breda Scientific
Hljéobad Julabo USR-3
Braoslumarksmeelir Buchi melting point B-540. Buchi Switzerland
Gasgreinir Agilent 6890N
Feroafasi Helium 5,6
Massagreinir Fjorpols massagreinir, Agilent 5973N

27




4 ADFERDIR

4.1 Efnasmioi

4.1.1 Sannkennslisprof

Til sannkennslis 4 myndefnum voru notadar eftirfarandi adferdir:

4.1.1.1 GQGasgreinir tengdur vi0 massagreini

Efni leyst upp 1 isopropandli, upplausninni komid fyrir 1 keyrsluglasi og syni sprautad
inn & GC/MS. Massagreinir ymist stilltur & skimun (e.scan) eda SIM (e. Single Ion

monitoring) adferd. Adstedur & GC voru eftirfarandi:

Hiti 4 ofni: Upphafshitastig 100°C haldid i 30 sekundur, haekkad um 40°C/min upp i
300°C, haekkad um 11°C/min upp i 320°C og haldid i 3 minttur.

Keyrslutimi: 10,32 minutur.

Sula: mjoésula fra Agilent. Oskautud HP-5MS sula ((5%-fenyl)-metylpolysiloxan).
Lengd: 25 m, innra pvermal 0,2 mm, filmupykkt: 0,33 um.

Ferdafasi: Helium
Flaedihradi: 1,0 ml a minatu.

Innsprautunarmagn: 1uL

4.1.1.2 Dbunnlagsskiljun (e. Thin layer Chromatography., TLC)

2-10 pL blettir af efni og stodlum settir & TLC plotu. Platan latin i snertingu vid
skriovokva og vokvinn latinn skrida upp plotuna i 10 minttur. Hér fyrir nedan ma sja
hvada skridvokvi var notadur, gerd plotu og Udunarvokva. Plotur skodadar undir

utfjolublau 1j6si vid 254 og 350 nm.
Plata: HPTLC plata (10x10 cm kisilgel fra Merck).

Skridvokvi: Skriovokvi er blandadur rétt fyrir notkun. 125 pl af 25% ammoniak lausn
pipettad i 5 ml maelikolbu og fyllt ad marki med 50:50 metanol/etylasetat blondu.

28



Udunarvokvi - Jodplatina: 5 g af kaliumjodid leyst upp i afjonudu vatni i 100 ml

melikolbu. 1ml af 10% lausn af hexakloroplatinsyru blandad saman vid og fyllt ad
marki med afjonudu vatni. Margar prigildar aminur, eins og til demis 6pididar, litast
blaar, fjolublaar eda brinar pegar platan er 1dud med jodplatinu. Fyrst parf ad 00a

plotuna med 2M brennisteinssyru a4dur en tdad er med jodplatinu.

Rasgildi (Re-gildi) efnanna var reiknad t utfra eftirfarandi jotnu:
Rrgildi = vegalengd efnis/vegalengd skridovokva

4.1.2 Herodin

[ upphafi var dkvedid ad profa adferdina sem Klemenc (2008) Iysir par sem hann notar
AcO; til ad asetylera morfin og efnahvatanan 4-DMAP. Efnahvarfid tok pvi ekki nema
nokkrar minatur en erfidlega gekk ad skilja her6inid sem myndadist fra efnahvatanum
eftir efnasmidina og pvi var skipt yfir i adra gamalkunna adferd sem Garrido o.fl.
(2004) lysa. Par er pyridin notad sem efnahvati i stad 4-DMAP og AcO; i miklu

yfirmagni.

4.1.2.1 Asetylering
Byrjad var & pvi ad vigta 324 mg (=1 mmol) af morfin-HCl. Morfinid var leyst upp i

blondu sem samanstod af 11 ml af pyridini og 15 ml af AcO, (=160 mmol). Lausnin
latin hvarfast i 24 klukkustundir & segulhreeru. Efnahvarfio stodvad med pvi ad hella

hvarfblondunni yfir mulinn is sem komid hafoi verio fyrir i skiltrekt.

4.1.2.2 Urhlutun

Utbiiin var 10% NaHCOj; lausn med pvi ad leysa upp 10 g af NaHCO; i 100 ml af
afjonuou vatni. 50 ml af lausninni (NaHCO;) var sidan blandad saman vid
hvarfblonduna til ad haekka syrustig hennar. Natriumkarbonati (NaCO3) var svo bett Ut
i par til syrustig var & bilinu pH 8-9. Syrustig var melt med pH pappir eins og adur.
Hvarfblandan var Grhlutud prisvar sinnum med 50 ml af kloréformi. Lifreni fasinn
pveginn einu sinni med 20 ml af afjéonudu vatni og purrkadur med magnesium sulfati
(MgS0O4). Magnesium sulfatid var siad fra og lifreeni fasinn inngufadur i hverfisvala (e.

rotavapor).
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4.1.2.3 Endurkristollun

Leif var leyst upp 1 nokkrum dropum af kloréformi og svo endurkristdllud med um 5 ml
af koldum dietyleter. Utfelling siud fra og skolud med koldum dietyleter. Vid siun og
skolun leystust kristallarnir upp. Allur leysir var pvi inngufadur ad fullu og hatt var vid
frekari endurkristollun. Myndefni-1 var purrkad og vegid. Adur en leysirinn var

innngufadur var tekid syni Ur lausninni fyrir sannkennslisprof med TLC.

4.1.3 6-mobdndasetylmorfin

Studst var vid adferd sem Garrido o.fl. (2004) lysa vid ad mynda umbrotsefnid 6-MAM

ur herdininu sem var smidad i 4.1.2.

4.1.3.1 Hydrélysering
Byrjad var 4 ad leysa upp 270,6 mg (0,7 mmol) af myndefni-1 i 36 ml af etandli ofan i

hljoobadi. Nast var 547,2 mg af hydroxylamoniumkloridi (e. hydroxylammonium
chloride) beatt ati lausnina og hun latin hvarfast i 20 klukkustundir 4 segulhraeru. Ad

peim tima lidnum var hvarflausnin inngufud ad fullu undir kéfnunarefni.

4.1.3.2 Urhlutun

Eftirstodvar eftir inngufun voru leystar upp i 72 ml af 10% NaHCOs; lausn. Syrustig
lausnarinnar athugad med pH pappir sem syndi pH = 10. Pvi nest var lausnin urhlutud
prisvar sinnum med 90 ml af klor6formi, lifreeni fasinn pveginn med 50 ml af vatni og
ad lokum purrkadur med natrium sulfati (Na,SO,). Leysir inngufadur ad hluta, fyrst i
hverfisvala og svo undir kofnunarefni. Fyrir inngufun var syni tekid r lausninni,

inngufad og leyst upp 1 isopropanoli og keyrt med GC/MS til sannkennslisprofunar.

4.1.3.3 Endurkristollun

Gulbrunn oliukenndur vokvi sem vard eftir vid inngufunina var endurkristalladur med
koldum dietyleter og lausnin geymd i keli yfir nétt. Utfelling (myndefni-2) var siad fra
undir lofttemi i gegnum siupappir. Myndefni-2 skolad med kdéldum dietyleter og
heimtur vegnar. TLC prof framkvaemt fyrir myndefni 2 med TLC kerfi sem lyst er i
kafla4.1.1.2.
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4.2 Myndun azo-afleida fyrir HPLC-FLD

Unnid var utfrd adferd Alnajjars (2008) vid smidar & flurljomandi azo-afleidum af
morfini og 6-MAM til melinga med vokvagreini tengdum vid flarljdmunarnema.
Adferdin byggir 4 kiplun diasénium jonar anilins vid aromatiskan hop & morfini og 6-
MAM. Diasénium jonin er myndud med pvi ad hvarfa saman anilini og natrium nitriti.
begar diasénium jonin kemst sidan i snertingu vid morfin eda 6-MAM verdur rafsekid
aromatiskt skiptihvarf og pad myndast afleidur sem kallast azo-morfin og azo-6-MAM
(A. O. Alnajjar og El-Zaria, 2008). A mynd 4-1 ma sja hvernig diasénium jonin kuaplar

vi0 arématiskan hluta 6-MAM sameindarinnar.

cr _
NH, NH; Ny, ©
HCI ® NaNoO, <N
—— ——
o'c

Aniin Diasonium jon

CH3

Diasoénium jon
Azo-6MAM

Mynd 4-1. Kuplun diasénium jonar vid 6-MAM til ad mynda azo-6MAM.

4.2.1 Stadal- og stofnlausnir

4.2.1.1 Stadallausnir fyrir morfin og 6-MAM

Eftirfarandi stadallausnir voru tutbunar og notadar vid proéun adferdarinnar.
Stadallausnirnar voru geymdar i frysti. Stadallausnirnar og styrk peirra ma sja i toflu 4-

1.

Tafla 4-1. Stofn- og stadallausnir fyrir morfin-HC1 og 6-MAM.

q Styrkur
Lausnir (mg/ml)
Stofnlausn 1  Morfin HCI/MeOH 10
Staoallausnl Morfin HCI/H,O 1
Staoallausn 2 6-MAM" 1

"6-MAM: 6-ménobasetylmorfin (myndefni-2)
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Stofnlausn-1 Morfin-HCl (10 _mg/ml): 112,6 mg af morfin HCI vigtad i 10 ml

melikolbu og fyllt ad marki med metandli.

Stadallausn-1 Morfin-HCI (1 mg/ml): 1 ml af stofnlausn 1 pipettad i 10 ml maelikolbu

og fyllt ad marki med afjénudu vatni.

Stadallausn-2 6-MAM (1 _mg/ml): 5 mg af 6-MAM (myndefni-6) vigtud i 5 ml

melikolbu og fyllt ad marki med metandli.

4.2.1.2 Anilin stofnlausnir

Eftirfarandi stofnlausnir voru blandadar af anilin-HCl og anilin sualfati. Anilin

stofnlausnirnar voru allar geymdar i keeli og ma sja styrk peirra 1 toflu 4-2.

Tafla 4-2. Anilin stofnlausnir.

- Styrkur

Stofnlausn Anilin (mél/L)
1 Anilin HCI 0,5
2 Anilin stlfat 0,5

Anilin-HCI (0,5 mél/L): 1,625 g (12,45 mmdl) af anilin hydroklorid (CsHgCIN) vigtad i

25 mL melikolbu og fyllt marki med 1M saltsyru. Lausnin var hraed 4 segulhreru i 10

minutur, sidan aflitud med kokoskolum og siud.

Anilin-sulfat (0,5 mol/L): 1,783 g (6,27 mmodl) af aniliin sulfati (C¢HsNH;),°H,SO4

vigtud i 25 ml melikolbu og fyllt ad marki med 1M saltsyru. Sett & segulhreru i 10

minutur og siud.

4.2.2 Myndun diasdbnium jonar

Myndun diasénium jonarinnar felur i sér ad hvarfa saman anilini og natrium nitriti eins
og komid hefur fram. Mismunandi adferdir voru préfadar til ad mynda jonina.
Diasénium jonin er stodug i 1 solarhring vid 0°C og parf pvi ad blanda hana fyrir hvern

dag. Myndun jonarinnar for i 61lum adferdunum fram i isbadi vid 0°C.
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4.2.2.1 Adferd 1

[ adferd 1 var farid nakvamlega eftir lysingu Alnajjar (2008). 1 ml af saltsyru (I Mm)
baett Gt 1 65 mg (0,5 mol) af anilin hydrokloridi. 105 mg af natrium nitriti var svo baett Gt
i og blandan hraerd & segulhreeru i 3 minatur vid 0°C. Pessi adferd var einnig profud

fyrir anilin stlfat.

4.2.2.2 Aoferd 2

Pipettad var 1 ml af anilin stofnlausn i 10 ml malikolbu, 105 mg af natrium nitriti baett
ut i og fyllt ad marki med afjéonudu vatni. Melikolban var h6fd ofan i isbadi allan
timann. DPetta var gert fyrir allar anilin stofnlausnirnar (stofnlausnir 1-3). Styrkur
diasonium lausnanna var pa 0,05 mol/L en samkvaemt Alnajjar (2008) er pad kjorstykur

fyrir kaplun vid morfin og 6-MAM.

4223 Adferd 3

Vigtud voru 65,4 mg (0,5 mmol) af anilin-HCI ofan i 10 ml melikolbu og fyllt ad marki
med 0,001 M HCI ofan i isbadi. 105 mg af natrium nitriti (NaNO,) var beatt ut i
lausnina. Lausnin var hrerd 4 segulhreru i 3 minttur ofan i isbadi. Pessi adferd var

einnig préfud fyrir anilin stlfat.

4.2.2.4 Aoferd 4

Hér var unnid utfra adferdinni sem lyst er i grein Alnajjar og El-Zaria (2008).
65 mg (0,5 mmol) af anilin-HCl leyst upp 1 1 ml af 1 M saltsyru og pynnt ad 5 ml med
afjonudu vatni. 105 mg af NaNO; leyst upp i 5 ml af afjéonudu vatni. Lausnirnar latnar
standa 1 isbadi inn i kaeli par til hitastig peirra var i kringum 0 °C. Lausnunum var pa

blandad saman og lausnin h6f0 ofan i isbadi og hreerd & segulhraeru i 5 minutur.

4.2.3 Pbroun afleidumyndunar

4.2.3.1 Afleidumyndun 1- samkvamt adferd Alnajjar (2008)

Hér var farid ndkvamlega eftir lysingu Alnajjar (2008) vid kiplun diasénium jonar vid
morfin og 6-MAM. Byrjad var 4 ad pipetta ymist 50, 100 eda 200 ul af morfin og 6-
MAM (stadallausnum 1 og 2) i HPLC keyrsluglos. Sidan var 300 ul af diasonium lausn,
sem utbuin hafoi verid med adferd 2, pipettad ofan i HPLC keyrsluglos. Efnunum leyft

ad hvarfast i 3 minttur. betta var gert fyrir badar diasonium lausnirnar. Lausnirnar voru
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sidan pynntar ad 1 ml med HPLC fledivokva, ymist fledivokva 1 eda 2 en
fledivokvana ma sja i toflu 4-5. Alls voru utbuin 36 syni og voru keyrd 4 HPLC-FLD.

4.2.3.2 Afleidumyndun 2 — Basiskar a0stadur

Hér var kaplunin latin fara fram vid basiskar adstedur eins og talad er um i grein
Alnajjar (2008). Akvedid var ad gera eingongu tilraunir 4 morfini til ad byrja med par
sem mjog litid var til af 6-MAM. Adferdo-2 var notud til ad

mynda diasonfum jonina, sja 4.2.2.2. Byrjad var 4 ad pipetta Morfin
stofnlausn
morfin stadallausn i 61l glos og SM NaOH bett Ut 1 til ad stilla
syrustig & pH = 9, syrustigid var malt med pH pappir. Notud
voru dimetylsylyl hidud skraftappaglos par sem pad er pekkt NaOH
vandamal ad morfin sogast & gler. 300 ul af diasonium lausn var
sidan bett Gt i glosin. Blank syni voru utbtin samhlida. A mynd Diasénfum jén
4-2 ma sja hvernig afleidumyndun 2 fér fram. Utbtnar voru
tveer synaradir, i fyrri synarddinni (synardd 1) var einn styrkleiki
) ) Hvarfast vid
af morfini, 200 pg/ml. brir urhlutunarvokvar voru profadir 0°C i 3 minutur
urhlutunarvokvar 1-3, sja toflu 4-3. Synar6d 1 var keyrd med
HPLC-FLD og sett & TLC plotu. Eftir ad nidurstodur Ur synar6d .
Urhlutun

1 lagu fyrir var synar6d 2 Gtbuin i tveimur styrkleikum 100 og 200 ygynd 4-2.

. . flei .
pg/ml. Par voru notadir Urhlutunarvokvar 4-6 og trhlutunarvokvi 1 Afleidumyndun 2
var afram notadur. Synasett 2 var keyrt med HPLC-FLD, HPLC-DAD og med

GC/MS.

4.2.3.3 Afleidumyndun 3 — Hlutlausar a0stadur

Diasénium jon myndud med adferd 2, sja 3.2.5.2, en hér var eingéngu notud anilin HCI
stofnlausnin par sem ekki virtist vera munur & anilin HCI eda stlfati. Akvedid var ad
profa ad utbua afleidurnar i hlutlausu umhverfi, pH 7. Sméavagilegar breytingar voru
gerdar 4 afleidumyndun 2 sem lyst var 1 3.2.6.2. Kaplun efnanna fér eins fram nema i
stad NaOH var notadur 0,5 ml af karbonat studpida (pH 7). Lausnir voru utbunar i
tveimur styrkleikum, 100 og 200 pg/ml morfin og einnig voru utbuin blank syni.
Urhlutun fér fram eins og adur med trhlutunarvokva 1, sja toflu 4-3. Syni keyrd ymist

med HPLC-FLD/DAD eda GC/MS til sannkennslisprofunar.
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4.2.3.4 Afleidumyndun 4 — Mismunandi studpudar

Diasonium jon myndud med adferd 2 ur anilin HCI stofnlausn. Utbtin voru syni i
styrkleikunum 100 og 200 ug/ml og blank syni, sja 3.2.6.7. Afleidumyndun fér fram
eins og lyst er i afleidumyndun 2, sja 3.2.6.2, en auk NaOH voru notadir prir
mismunandi karbonat studpudar, pH 8,5; 9 og 9,8. Morfin stadallausn var pipettad i
synaglosin sidan baett ut i NaOH (ad pH 9) eda 0,5 ml ad vidkomandi studptida adur en
diasénium lausn var beett uti. Urhlutun for fram eins og Iyst er i 3.2.7.1. med

urhlutunarvokva 1. Syni voru sett & TLC plotu og keyrd i GC/MS.

4.2.3.5 Blank syni
Blank syni voru utbtiin eins og vidkomandi syni en i stad morfins var notad afjéonad

vatn { sama magni.

4.2.4 Smid1 og einangrun 4 azo-morfin afleidu

4.2.4.1 Afleidumyndun og einangrun

bar sem erfidlega gekk ad mynda afleiduna med fyrri adferdum var akvedid ad smida
hana og einangra eins og lyst er i grein Alnajjar og El-Zaria (2008). Farid var
nakvamlega eftir adferdarlysingu i greininni. Utbtin var diasénium lausn med adferd 4,
sja 4.2.2.4. 165 mg (0,5 mmol) af morfin kloridi leyst upp 1 1,25 ml af 1 M NaOH og
lausnin kald nidur i 0°C 1 isbadi. bPegar badar lausnirnar hofou nad 0°C var peim
blandad varlega saman og blandan hreerd i 15 minatur og hofd allan timann ofan i
isbadi. Utfelling (myndefni-3) sem myndadist var siud fra undir loftteemi. Myndefnid
var skolad med 2% NaCl lausn og afjéonudu vatni. Efnid var purrkad yfir nétt vid

stofuhita og heimtur vegnar.

4.2.4.2 Stadlar og vinnulausnir

Utbuin var stadallausn af azo myndefninu (myndefni-3) i styrknum 10 mg/ml. Vigtud
voru 50 mg af efninu i 5 ml malikolbu og fyllt ad marki med metanoli. Vinnulausn i
styrknum 1 mg/ml var atbuin med pvi ad pipetta 1 ml af stadallausn 1 10 ml maelikolbu

og fylla ad marki med afjonudu vatni.
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4.2.4.3 Syni fyrir HPLC

Syni i premur styrkleikum voru utbuin af myndefni-3, 50, 100 og 200 ug/ml. Ymist 50,
100 eda 200 wl af vinnulausn pipettad i HPLC keyrsluglos og studptda beett ut i ad 1
ml. Tveir mismunandi studpudar voru notadir, maurasyru (pH 3,05) og karbdnat

studpudi (pH 7). Syni voru keyrd med HPLC-DAD og FLD.

4.2.4.4 Syni fyrir UV-melingu

Lausn af styrknum 0,1 mg/ml tbin med pvi ad pynna 1 ml af vinnulausn i 10 ml med
afjonudu vatni. Um pad bil 1 ml af lausninni var komid fyrir i kvartskivettu (e. quartz
cuvette) og UV r6f melt af efninu 1 UV-ljosmeli. Bylgjulengdirnar 200-600 nm voru

skimadar.

4.2.4.5 Syni fyrir kjarnsegulémun

5 mg syni af myndefni 8 var sent i kjarnsegulomun (e. Nuclear magnetic resonance,
NMR) til Raunvisindastofnunar Haskéla Islands. Fyrir malingum var efnid leyst upp i
CL;CD.

4.2.4.6 Syni fyrir flurljémunarmeali

Farid var med syni af premur mismunandi styrkleikum til Raunvisindastofnunar Hi og
synin skodud i flarljomunarmeli sem par er til stadar. Styrkleikar lausnanna voru 1
mg/ml, 10* M og 10° M i etandli. bessir styrkleikar voru akvardadir vegna pess ad
flarljdémunarr6fid sem gefid er upp i grein Alnajjar og El-Zaria (2008) var tekid af azo-
afleidunum i styrknum 10° M. Orvunarbylgjulengdir voru 320 og 350 nm og
bylgjulengdarbilid 350 — 700 nm var skannad.
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4.2.5 Préun a arhlutunaradferd

4.2.5.1 Urhlutunaradferd

Afleidumyndun

Eftir  afleidumyndun var 5 ml af

urhlutunarvokva beett ut i synin. Tappi var S

settur 4 gldsin, pau hrist (e. vortexed), velt i 10 Bl

minltur og svo sett 1 skilvindu i 10 minatur &
Lausn hrist og

hradanum 3000 snan/minutu. velt { 10 mintitur

e ——

Urhlutunarvokvinn flaut ofan 4 svo nedri

) . . , Skilid { 10
vatnsfasinn var frystur i metandlbadi og mindtur
urhlutunarvékvanum hellt i hrein \

, . . . Vatnsfasi fryst
skraftappaglés.  Valdir  voru  sérstaklega ?mnztiiélrg;a?r
urhlutunarvokvar  sem  fljota  ofan &
vatnsfasanum svo hagt vari ad frysta DAt

inngufadur
vatnsfasann. Pad audveldar mikid urhlutunina
og gefur oft betri heimtur. Leysir inngufadur Leif leyst upp
ferdafasa

undir kéfnunarefni vid 30°C og leifar leystar
, rr ~1:  Mynd 4-3. Urhlutunaradferd
upp 1 200 eda 300 wl af HPLC ferdafasa eda isopropandli fyrir azo-afleiour.

fyrir  GC/MS. A mynd 4-3 sjast  skrefin i

urhlutunaradferdinni.

4.2.5.2 Urhlutunarvokvar

[ Toflu 4-3 ma sja urhlutunarvokvana sem profadir voru. Fyrst voru préfadir prir
urhlutunarvokvar, EDI (6:4:1) sem er blanda af dietyleter, diklormetan (DCM) og
isopropanodli og hexan blondur. Annarsvegar hexan og DCM og hins vegar hexan og
butanol. Einnig var préfud onnur samsetning af EDI (4:6:1), su blanda inniheldur meira
af diklormetani og minna af eter og er pvi skautadri vokvi. Blanda af toluen/butandli
(9:1) var einnig profud en su blanda er venjulega notud 4 RLE til ad Urhluta 6pi6ida tr
lifsynum. Urhlutunarvokvi 1, EDI (6:4:1) kom bestur Gt og var notadur vid flestar

urhlutanirnar.
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Tafla 4-3. Urhlutunarvékvar fyrir azo-morfin afleidumyndun.

Urhlutunarvokvi Leysar Hlutfall
1 EDI 6:4:1
2 Hexan/DCM " 2:1
3 Hexan/Butanol 4:1
4 EDI’ 4:6:1
5 Tolten/butandl 9:1
6 Dietyleter 1

“EDI: Dietyleter, diklérmetan og isopropandl
“DCM: diklérmetan

4.2.6 Adstedur a HPLC

4.2.6.1 Sulur

[ t6flu 4-4 ma sja paer salur sem profadar voru 4 vokvagreininum og helstu eiginleika
peirra. betta eru allt 6fugfasastilur og ymist C18 eda C8 stlur. Allar sulurnar hafa sama
innra pvermdl en eru breytilegar ad lengd og kornasterd. Byrjad var & ad profa
Beckman ODS sulu par sem algengt virdist ad notadar séu ODS sulur til ad mela
opioida (D. Bourquin o.fl., 1997; Derks, Vantwillert og Zomer, 1985; Grogg-Sulser,
Helmlin og Clerc, 1995). Henni var p6 fljotlega skipt 1t fyrir Kinetex sulu. Astzdan
fyrir pvi var ad Beckman stlan polir adeins fledivokva & bilinu pH 2,5-7,5 og pvi var
ekki haegt a0 nota hana fyrir basiska fledivokva. Ekki fengust asettanlegar nidurstodur
med Kinetex stlunni og pvi var skipt yfir i xTerra stlu, allar pessar prjar eru C18 stlur.
Sidasta sulan sem var préfud Symmetry stla, pad er C8 stla og hiin var einnig stydst af

6llum sulunum sem voru préfadar.

Tafla 4-4. HPLC sulur sem notadar voru vid adferdaproun.

Sula Lengd Lengd Innra Kornastaro
kolefniskedju  (mm) bvermal (nm)
(mm)
1 Beckman C18 250 4,6 5
ODS

2 Phenomenex C18 150 4,6 2,6
Kinetex

3 Waters C18 100 4,6 3,5
xTerra

4 Waters C8 75 4,6 3,5

Symmetry
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4.2.6.2 Fledivokvar

[ toflu 4-5 ma sja fledivokvana sem voru profadir. Hugmynd ad fledivokva 1
(Ediksyra/ACN 50:50) var fenginn fra Jenkins og Caplan (2008). Par voru maldir
opididar og nidurbrotsefni i lifsynum med HPLC-MS. Fledivokvinn sem pau notudu
var ediksyra og ACN keyrt med stigli. Hugmyndin ad fledivokva 2
(Vatn/ACN/Trietylamin) var fenginn fra Derks o.fl. (1985). beir notudu pessa
samsetningu 4 fledivokva pegar peir maldu flurljomandi 6-MAM dimer med HPLC-
FLD. Byrjad var & fledivokva 1 og svo skipt yfir & fledivokva 2. Til ad kanna ahrif
mismunandi studpuda voru préfadir fledivokvi 3 (ACN/CH,0, pH 3,0) og fledivokvi 4
(ACN/NaHCOs pH 7). Fleodivokvi 3 var keyrdur isokratiskt en fledivokvi 4 beaedi
isokratiskt og med stigli. Til ad reyna ad hafa dhrif 4 rastima var ACN skipt ut fyrir
metanol 1 fledivokva 5 (meOH/NaHCO;). Fledivokvi 5 var préfadur i fjorum
mismunandi hlutfollum og var keyrdur isokratiskt. I toflu 4-6 ma sja stigulinn sem var

notadur meo fledivokva 4.

Tafla 4-5. Fladivokvar fyrir HPLC.

Flzeodivokvi Samsetning Syrustig
(pH)
1 Ediksyra:ACN 3-4
(50/50)
2 Vatn:ACN:trietylamin 8,5-9""
(85:15:0,1)
3 ACN/CH,0," 3,05
(85/15)
4 ACN/NaHCO;" 7,0
(85/15) (Stigull)
(90/10)
5 MeOH "'/ NaHCO;" 7,0
(90:10) (70:30) (60:40)
(50:50)

"ACN: Asetonitril; **CH202: Maurasyra
"NaHCO3: Natrium bikarbénat; “"MeOH: Metanol
""Syrustig ekki stillt med pH meeli.
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Tafla 4-6. Stigull flaedivokva (ACN/pH7) fyrir HPLC.

Timi VokviA  Vokvi B

(min) (ACN)  (pH?)

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 Suluhiti
Byrjad var 4 pvi ad hafa stluhitann 50°C en seinna var gerd tilraun med ad laekka hann
nidur 1 30°C. Synahiti var alltaf 4 bilinu 7-8°C til pess ad reyna ad halda stodugleika

synanna sem lengst.

4.2.6.4 Fladi og innsprautunarmagn

Fyrir Beckman stlu var fledihradinn 0,7 ml/min, eftir pvi sem sulurnar urdu styttri og
finkornéttari var fledihradinn minnkadur. Fledihradi var 4 yfirleitt 4 bilinu 0,4-0,7

ml/min. Innsprautunarmagn var 10 pL {1 6llum HPLC keyrslum.

4.2.7 Skynjarar

4.2.7.1 Flarljdmunarskynjari

Sami flarljomunarskynjari var notadur i 6llu keyrslunum en mismunandi 6rvunar- og
ljémunarbylgjulengdir voru préfadar. Tafla 4-7 synir bylgjulengdirnar i peirri 160 sem

par voru profadar.
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Tafla 4-7. Orvunar- og ljomunarrbylgjulengdir sem notadar voru 4 FLD.

Nr. Orvun Ljomun . Orvun Ljomun

(nm) (nm) (nm) (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)

Gleypnirof allra efna, sem komu fram i flurljdomunarskynjaranum voru skodud nénar
med gleypniskynjara og borin saman vid UV rof azo-efnanna i grein Alnajjar (2008).

Skynjarinn skannadi bylgjulengdarbilid 220-500 nm.

4.2.8 Adstedur 4 GC/MS

Azo-afleidur voru keyrdar & GC/MS til sannkennslisprofana. Engar upplysingar lagu
hins vegar fyrir um pad hvort haegt veeri ad greina afleidurnar 4 gasgreini. Tvar adferdir
voru notadar og ma sja paer hér fyrir nedan. Adsteedur voru eins og lyst var 4dur i kafla
4.1.1.1, fyrir utan ad hitastilling er 6nnur og keyrslutimi lengri. Badar adferdir voru

skimunaradferoir.

42.8.1 GC/MS — Adferd 1
Hiti: Upphafshitastig var 220°C og pvi haldid i 1 minatu. Hitinn var sidan hakkadur
upp 1 320°C 4 hradanum 10°C/min.

Keyrslutimi: 24 minutur.

42.8.2 GC/MS — Adferd 2
Hiti: Upphafshitastig var 100°C og pvi haldid i 0,5 minttu. Hitinn haekkadur upp i
260°C 4 hradanum 40°C/min og sidan upp i 320°C & hradanum 11°C/min.

Keyrslutimi: 16,95 minutur.
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4.3 Myndun propansyruestera af 6-MAM og morfini fyrir GC/MS

Akvedid var ad mynda ester af 6-MAM og propansyru til greiningar 4 6-MAM i pvagi.
betta er pekkt afleidumyndun og hefur 40ur verid notud til ad greina 6pidida i lifsynum
(Girod og Staub, 2000; O'Neal og Poklis, 1998; Skender, Karacic, Brcic og Bagaric,
2002; Staub, Marset, Mino og Mangin, 2001). Tvar adferdir sem taldar eru upp i toflu
1-3 bls 14, byggja einnig a pessari adferd (Galloway o.fl., 1998; Geier o.l., 1996). bar
eru myndadar propansyruafleidur sem sidan eru greindar med GC/MS. I badum pessum
adferoum er notast vido SPE trhlutun vid synaundirbining en hér verdur notud LLE par
sem st adferd er mun meira notud & RLE. Val 4 adferd rédst ad mestu leiti af peim

efnum sem til voru & rannsdknarstofunni og peim tekjabtinadi sem par var til stadar.

4.3.1 Stadal- og vinnulausnir

4.3.1.1 Stadallausnir

Notadar voru tilbinar stadallausnir sem voru til 4 rannsoknarstofunni. Morfin og kodin
stadallausnir voru i styrknum 1mg/mL i metandli en 6-MAM, morfin-d; og kodin-ds
stadallausnir voru i styrknum 100 pg/mL i ACN eda metandli. Morfin og kodin
stadallausnir voru blandadar af starfsmonnum RLE en 6-MAM, morfin-d; og kddin-d;

stadallausnir voru adkeyptar. Stadallausnir ma sja i toflu 4-8.

Tafla 4-8. Stadallausnir fyrir morfin og 6-MAM.

Stadallausn Styrkur Leysir
(mg/mL)
1 Morfin 1 Metanol
2 6-MAM 0,1 ACN’
3 Kodin 1 Metanol
4 Morfin-ds 0,1 Metandl
5 Kodin-d; 0,1 Metanol

*ACN: Asetonitril
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4.3.1.2 Vinnulausnir

Vinnulausnir voru utbunar i afjonudu vatni Ut fra stadallausnum i téflu 4-8. Paer ma sja i

toflu 4-9.

Tafla 4-9. Vinnulausnir fyrir morfin, kodin og 6-MAM

asamt vinnulausnum fyrir innri stadla.
. . Styrkur
Vinnulausn Efni s/mL)

1 Morfin 10
2 Morfin + 6-MAM 1

3 Morfin + 6-MAM + Kodin 0,5
4 Morfin + 6-MAM + Kédin 1

5 6-MAM 1

6 Morfin-ds =1,5
7 Kédin-d; =0,1
8 Kédin-d; 1

4.3.2 Urhlutun

Urhluta purfti efnin ar synunum fyrir afleidumyndun.
Byrjad var 4 ad pipetta karbonat studptida (pH 9) ut i
synin. bvi naest var 3 mL af télien/butandli blondu i
hlutfollunum 9:1 baett ut i. Akvedid var ad nota pennan
urhlutunarvokva par sem hann er venjulega notadur til
a0 urhluta 6pioida ur lifsynum & RLE. Synum var velt
10 minttur og pau skilin i skilvindu i 10 minutur vid
3000 snuninga/minutu. Pvi neest var vatnsfasinn frystur
i metan6lbadi og lifrena fasanum hellt i hrein glds.
Lifreeni fasinn var sidan inngufadur undir kéfnunarefni
vid 50°C. A mynd 4-4 ma sja hvernig tirhlutunarferlid

for fram.

43

4

Studpida baett ut
synin (pH 9)

Urhlutad med
Télien/butanél(9:1)

Velt i 10 minttur

Skilid { 10 minttur

Fryst

Inngufun

Afleidumyndun

Mynd 4-4. Urhlutun syna fyrir
afleidumyndun med proion
anhydrioi.



4.3.3 Afleidumyndun

Afleidumyndun for fram eftir urhlutun syna eins og sjd ma hér & | Leyfleystupp i pyridini
og prépién anhydridi

undan 4 mynd 4-4. Leifin var leyst upp 1 100 pL af pyridini og 100

pL af prépansyruanhydridi. Synin voru hrist i 20 sekindur 4dur en Hrist { 20 sekindur

peim var komid fyrir 1 hitablokk vid 60°C 1 30 minttur. Vid val 4

. .. , . ) L. ) Hitablokk (60°C) { 30
hitastigi og tima afleidumyndunar var studst vid rannsoknir Girod mintur

og Staub (2000) og Staub o.fl. (2001). Eftir 30 minutur voru synin

Afgangs afleiduefni
tekin Ur hitablokk og afgangs afleiduefni inngufad burt undir ionenfad burt

kofnunarefni vido 30°C. A0 lokum var leifin leyst i 200 pL af

Leif leyst upp i
isépropandli

isopropandli og synum komid fyrir i innri GC keyrsluglosum og

keyrd med GC/MS. A mynd 4-5 ma sja skrefin vid

Syni keyrd a GC/MS

afleidumyndunina. Mynd 4-5. Myndun

propansyruestera af
morfini og 6-MAM.

4.3.4 Adstedur 4 GC/MS

Adstedur &4 GC/MS voru paer sému og lyst var i kafla 4.1.1.1. Akvedid var ad vinna
afram med per par sem per adstedur eru venjulega notadar & RLE til ad greina 0pidida
eins og morfin og kédin i lifsynum. Keyrt var badi 4 skimunaradferd og SIM adferd. |
SIM adferdinni var leitad eftir jonunum 341 og 397 fyrir morfin-prépanester og 327 og
383 fyrir 6-MAM-propanester.

Hiti 4 ofni: Upphafshitastig 100°C haldid i 30 sekundur, haekkad um 40°C/min upp i
300°C, haekkad um 11°C/min upp i 320°C og haldid i 3 minttur.

Keyrslutimi: 10,32 minutur.

Sula: Mjosula fra Agilent. Oskautud HP-5MS sula ((5%-fenyl)-metylpolysiloxan).
Lengd: 25 m, innra pvermal 0,2 mm, filmupykkt: 0,33 um.

Ferdafasi: Helium
Flaedihradi: 1,0 mL 4 minttu.

Innsprautunarmagn: 1uL
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43.5 Akvordun ristima

Fyrsta keyrslan gekk ut & pad ad finna rastima efnanna. Utbiin voru syni af morfini og
6-MAM 1 styrkleikum 250, 500 og 1000 ng/ml. Ymist 25, 50 eda 100 ul af morfini
(vinnulausn-1) var pipettad ofan i hudud skraftappaglos. Ymist 2,5; 5 eda 10 pL af 6-
MAM (stadallausn-2) var svo batt Gt 1 pannig ad hvert syni innihélt badi morfin og 6-
MAM i sama styrk. Pessi syni voru ekki urhlutud heldur var leysir inngufadur fra og

afleidumyndun for fram eins og 40ur. Synum var sidan sprautad inn 4 GC/MS.

4.3.6 Innri stadall

4.3.6.1 Morfin-ds;

Akvedid var ad byrja a ad profa morfin-d; sem innri stadal. Ymis onnur efni hafa verid
notud eins og 6-MAM-d;, 6-MAM-ds og morfin-ds (Lewis o.fl., 2005; O'Neal og
Poklis, 1998), nalorfin (e nalorphine) (Girod og Staub, 2000) asamt fleiri efnum en

akvedid var ad notast vid pau efni sem til stadar voru & rannsoknarstofunni.

4.3.6.2 Syni

[ pessa keyrslu voru notud pvagsyni fra tveimur einstaklingum (pvagsyni A og B) sem
grunur 1ék 4 ad hefou latist vegna ofneyslu herdins. Utbtin voru syni med og an
stadalvidbotar af 6-MAM, tvofold synardd fyrir 61l syni. Byrjad var 4 ad pipetta 1 ml af
pvagsyni i 61l glos. Neest var stadalviobot beett Gt 1 helming synanna, ymist 2,5 pL eda 5
puL af 6-MAM (stadallausn-2). Stadalvidbodtarsyni innihéldu pvi ymist 250 eda 500
ng/ml 6-MAM en hin synin innihéldu 6pekkt magn. Ad lokum var 100 pl af innri stadli

batt ut i 611 syni. Urhlutun og afleidumyndun for fram eins og adur.

4.3.6.3 Stadlar fyrir stadalkarfu

Stadlar af pekktum styrk voru utbunir og keyrdir med synunum. Styrk stadla ma sja i
toflu 4-10. 25-800 pl af vinnulausn 2 var pipettad i skraftappaglos og afjonudu vatni

beaett Gt i ad 1 mL pvi naest var 100 pl af innri stadli (vinnulausn-5) beett ut i glosin.
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Tafla 4-10. Stadlar fyrir 6-MAM og morfin stadalkarfu asamt styrk innri stadals.
Styrkur Styrkur innri

Stadlar

(ng/mL) stadals
e (ng/mL)

1 Morfin + 6-MAM 25 150

2 Morfin + 6-MAM 50 150

3 Morfin + 6-MAM 100 150

4 Morfin + 6-MAM 200 150

5 Morfin + 6-MAM 400 150

6 Morfin + 6-MAM 800 150

43.6.4 _Koédin-d;

bar sem morfin-d; reyndist ekki godur innri stadall var profad ad skipta 1 kodin-ds.

4.3.6.4.1 Akvordun 4 rastima kodin-propanester

Byrjad var 4 ad tbua tvo syni 1 vatni i tveimur styrkleikum, 50 og 100 ng/ml, af kodin-
propanester til pess ad f4 hugmynd um rastima kédin-d;-propanester. Syni voru utbuin
med vinnulausn-3 ad O0ru leiti for synaundirbuningur fram eins og &adur.
Stadalvidbotarsyni Ur keyrslunni & undan, sem innihélt 500 ng af 6-MAM var keyrt

samtimis til ad kanna hvort kodin fyndist 1 syninu.

43.6.4.2 Syni

Eftir ad btid var ad stadsetja rastima kodin-ds-propanester voru utbuin syni sem
innihéldu morfin, kédin og 6-MAM é&samt innri stadli. SOmu pvagsyni voru notud aftur
(pvagsyni A og B) en ni var sett stadalvidbot i 611 syni. Utbuin var tvofold rod af synum
sem ymist innihéldu stadalviobot af kodin og 6-MAM eda eingdongu 6-MAM.
Stadalviobot var ymist 250 eda 500 ng/ml. Byrjad var & a0 pipetta 0,5 ml af pvagi i 61l
glos og vatni batt vid ad 1 ml og stadalvidbot sidan baett uit. Notadar voru stadllausnir 2
og 3 sem sja ma 1 4.8. Ad lokum var 100 pl af innri stadli (vinnulausn-6) beett ut i 61l

syni.
4.3.6.4.3 Stadlar fyrir stadalkarfu

Utbiiin var stadalkarfa fyrir morfin, kédin og 6-MAM en styrk stadla og innri stadals
ma sja i toflu 4-11. Vinnulausn 3 var notud til ad utbua stadla og vinnulausn-7 fyrir

innri stadal. Stadlar voru utbunir eins og adur var lyst.
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Tafla 4-11. Stadlar fyrir morfin, kodin og 6-MAM stadalkurfu dsamt styrk innri stadals.
Styrkur  Styrkur innri

Rl _(ng/mL)__stadals (ng/mL)
1 Morfin + 6-MAM + Kodin | 12,2 10
2 Morfin + 6-MAM + Kédin 25 10
3 Morfin + 6-MAM + Kédin 50 10
4 Morfin + 6-MAM + Kédin 100 10
5 Morfin + 6-MAM + Kédin 200 10
6 Morfin + 6-MAM + Kodin | 400 10

4.3.7 Bestun a urhlutunaradferd

43.7.1 Syni

Utbuin voru syni sem innihéldu eingdngu 6-MAM i styrknum 250 ng/mL. Synin voru
utbuin med vinnulausn 5, sja toflu 4-9. Byrjad var 4 ad pipetta réttu magni af vinnulausn
i glosin og sidan bett vid ad 1 ml afjonudu vatni. A9 lokum var 100 pl af innri stadli

(vinnulausn 8) baett ut 1 61l syni.

4.3.7.1.1 Syrustig

Hér voru konnud ahrif priggja mismunandi studpuda & Grhlutun 6-MAM. Studpudana
ma sja i toflu 4-12. Fyrir urhlutun var 1 ml af vidkomandi studpida beett Gt 1 synin.
Utbuin voru tvo syni fyrir hvern studpuda. Urhlutun og afleidumyndun for ad 6dru leiti

fram eins og 4dur.

Tafla 4-12. Stuéiﬁéar sem notadir voru vid bestun 4 urhlutunaradferd.

1 Karbonat 8,5
2 Karbonat 9
3 Karbonat 9,8

4.3.7.1.2 Urhlutunarvokvi

Hingad til hefur verid notadur urhlutunarvoki sem er blanda af télien og butanodli i
hlutfollunum 9:1. Akvedid var ad profa einnig EDI blondu i hlutfollunum (6:4:1) og

bera saman staerd toppa a greiningarferli. Afleidumyndun for fram eins og adur.
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4.3.8 Bestun afleidumyndunar

4.3.8.1 Syni

Utbliin voru syni sem ymist innihéldu eingdngu 6-MAM eda bléndu af 6-MAM,
morfini og kédini. 6-MAM synin voru 61l 1 styrknum 250 ng/mL og voru ttbin med
vinnulausn 5, sja t6flu 4-9. Synin sem innihéldu blondu af 6-MAM, morfini og kédini
voru i styrknum 100 ng/ml og voru utbtiin med vinnulausn 4. Byrjad var 4 ad pipetta
réttu magni af vinnulausn i gldsin og sidan batt vid ad 1 ml afjonudu vatni. Ad lokum

var 100 pl af innri stadli (vinnulausn 8) baett 1t 1 611 syni.

4.3.8.1.1 Hitastig

Afleidumyndun hefur hér 4 undan eingdngu farid fram vid 60°C. Akvedid var ad profa
hvada ahrif pad hefdi 4 afleidumyndunina ad minnka hitastigid nidur i 50°C eda auka
pad i 70°C. Hér voru notud 6-MAM syni i styrknum 250 ng/mL. Urhlutun for fram eins
og afleidumyndun fér fram eins og adur nema synin voru hofd i hitablokkinni 1 30

minutur vid ymist 50, 60 eda 70°C. Tvo syni ttbtin fyrir hvert hitastig.

4.3.8.1.2 Timi

Afleidumyndun var profud vid 60°C ymist i 10, 20, 30 eda 40 minatur. Vid pessa
keyrslu voru ahrif konnud 4 6-MAM eitt og sér og einnig blondu af 6-MAM, kodini og
morfini. A9 60ru leyti for trhlutun og afleidumyndun fram eins og 4dur hefur verid lyst.

Ymist vour utbuin tvofold eda prefold syni fyrir hvert hitastig.

4.3.9 Gilding maliadferdar

Hafist var handa vid ad gilda maliadferdina. Studst var vid vidmidunarreglur ICH Q
(R1) 2 (International Conference of Harmonization) (EMEA, 1994). battir sem voru
kannadir voru linuleiki (e. linearity), areidanleiki (e. accuaracy), nakvaemni (e.
precision), nemi og traustleiki (e. robustness). Ekki nddist a0 kanna sértaekni (e.

specificity) adferdarinnr, smit milli syna (e. carry over) né hafni kerfisins.
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4.3.9.1 Linuleiki

Linuleiki var kannadur med pvi ad mala sex stadla sem hver innihélt blondu af morfini,
koédini og 6-MAM 1 styrkleikunum 5, 10, 20, 50, 100 og 200 ng/mL. [ alla stadla var
batt vid 100 ng/mL af innri stadli, kodini-ds. Stadlarnir voru utbunir i vatni. Utfra
fylgnistuduls nidurstddum var melingabil adferdarinnar (e. range) akvardad. Til ad
tryggja ad stadalktrfa veeri linuleg var framkvemt Tiley utgafa af einhlida F-profi (e.
Tiley one-tailed F-test) med 95% oOryggisbili.

43.9.2 Areidanleiki

Til ad meta éareidanleika adferdarinnar voru Utblin syni 1 pvagi i premur styrkleikum
sem féllu innan maelingabils, 15, 35 og 75 ng/mL. Utbuin voru 6 syni fyrir hvern styrk.
Lausnirnar voru meldar samdagurs og styrkur peirra reiknadur ut fra stadalkarfu og

borinn saman vid pekktan styrk synanna.

4.3.9.3 Nakvemni

Nidurstodur ur keyrslunni & undan voru notadar til pess ad reikna Ut
innankeyrsludreifingu (e. repeatability), sja ~ Reiknadur var Ut medalstyrkur syna,
stadalfravik og hlutfallslegt stadalfravik (e. Relative Standard Deviation, RSD).
Millikeyrsludreifing (e. intermediate precision) var fundin Gt med pvi ad maela tvo syni i
styrkleikum 5, 15, 35, 75 og 150 ng/ml 4 mismunandi dogum og af sitthvorum

rannsoknarmanninum og nidurstédur bornar saman vid pekktan styrk syna.

4.3.9.4 Nemi

Markmi0 adfedarinnar var ad reyna ad na sem mestu nemi par sem 6-MAM finnst i
mjog lagum styrk i lifsynum og brotnar hratt nidur. Lagstu greiningarmork (e. Limit of
detection, LOD) adferdarinnar voru eingéngu konnud fyrir 6-MAM. Pad var gert med
pvi ad utbua tvo syni i pvagi i stykleikunum 0,5; 1; 2,5; 5 og 10 ng/ml. Til pess ad efnid
veri greinanlegt purfti ad vera haegt ad mala baedi sterkustu og nast sterkustu jon
efnisins 1 synunum, jon 327 og 383. Magngreiningarmdrk (e. Limit og quantitation,
LOQ) voru akvordud med pvi ad utbua og mala 6 syni af morfini, kédini og 6-MAM i
pvagi af styrknum 5 ng/ml i somu keyrslu og bera saman nidurstédur. Reiknadur var Gt

medalstyrkur syna, stadalfravik og hlutfallslegt stadalfravik.
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4.3.9.5 Traustleiki kerfis

Hér voru nyttar par nidurstodur sem fengust vid bestun & urhlutunar- og
afleidumyndunaradferd til ad meta traustleika adferdarinnar. battir sem voru skodadir
voru mismunandi urhlutunarvokvar og syrustig syna vid Urhlutun, timi og hitastig
afleidumyndunar. Einnig var millikeyrsludreifingin notud til ad leggja mat 4 traustleika
kerfisins og vi0 millikeyrsludreifingar voru notadar 2 greiningasilur og annar
rannsoknarmadur framkvamdi keyrslu. Vinnulysingu fyrir millikeyrslu ma sjé i vidauka

E.
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5 NIDURSTODUR

5.1 Efnasmiodar

5.1.1 Herdbin

5.1.1.1 Heimtur
Heimtur Ur efnasmidinni eftir purrkun voru 271 mg sem samsvarar 0,733 mmol af

herdini. Heimtur r adferdinni voru pvi 71,2 %. Nidurstodurnar ma sja i toflu 5-1.

Tafla 5-1. Heimtur ur efnasmidun 4 herdini
Mélm Magn Magn
assi (mg) (mmél)
(g/mol

)
AcO, 103 16,2 157
Morfin 285 294 1,03
Herd6in 369 271 0,733

(Myndefni-1)
*AcO2: Ediksyru anhydrio

5.1.1.2 Sannkenslisprof

5.1.1.3 TLC
[ t6flu 5-2 ma sja rasgildi fyrir morfin og heréin stadla og myndefni-1 (herdin). Rasgildi
fyrir morfin stadal er 0,31 og 0,5 fyrir her6in stadal. Rasgildi fyrir myndefni-5 er 0,49
sem er mjog nalegt rasgildi fyrir herdin. Enginn punktur var synilegur hja myndefninu

vid rasgildi nalaegt 0,31 pannig ad mjog litid eda ekkert morfin virdist vera til stadar.

Tafla 5-2. Rasgildi fyrir her6in og

morfin stadla 4samt myndefni-5.
Efni Rasgildi

Morfin 0,31
Herdéin 0,5
Myndefni-1 0,49
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5.1.2 Myndun 6-MAM

5.1.2.1 Heimtur
Heimtur 6-MAM ma sja 1 toflu 5-3. Heimtur eftir endurkristllun var 91 mg eda 0,28
mmol. Ur fyrri voru 26 mg eda 0,08 mmol og Ur seinni endurkristéllun 65 mg eda 0,2

mmol. Heildarheimtur voru pvi 40%. Myndefnid var ljosbrunt 4 litinn.

Tafla 5-3. Heimtur Gr mindun 6-MAM

Heréin 376 270 0,7
(Myndefni-1)
6-MAM 327 91 0,28

(Myndefni-2)

Heimtur % 40

5.1.2.2 Sannkennslisprof

GC/MS
Nidurstodur ar GC/MS fyrir myndefni-2 syndu topp vid 7,06 minutur. Massar6f
toppsins var skodad og borid saman vid massar6f 6-MAM 1 gagnagrunni. 91%

skyldleiki var med rofunum. Rofin ma sja i vidauka A.

TLC

Tveir greinilegir punktar komu fram 4 TLC plotu fyrir myndefni-2. Fyrri punkturinn
med rastimann 0,25 og 0,28 og seinni med rastimann 0,41. Fyrri og seinni punkturinn
fyrir b2di efnin voru svipadir ad sterd. Tafla 5-4 synir TLC rasgildi fyrir myndefni-2
og stadla.

Tafla 5-4. TLC rasgildi fyrir myndefni-2 og her6in, morfin og 6-MAM stadla.

Rasgildi-1 Rasgildi-2

Heroéin 0,46
Morfin 0,31
6-MAM 0,41
Myndefni-2 0,28 0,41
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5.2 Myndun azo-afleioa fyrir HPLC-FLD

5.2.1 Proun afleidumyndunar

5.2.1.1 Afleidumyndun 1- samkvemt adferd Alnajjar (2008)

Oll syni keyrd 4 HPLC-FLD, bylgjulengdirnar 310/400.

5.2.1.1.1 Beckman ODS sula og fl&divokvi 1, Ediksyra:ACN (50:50).

bessi syni voru fyrst keyrd & Beckman ODS stlu med stirum fledivokva. Nidurstodur
ur pessari keyrslu lofudu ekki godu. Engir marktaekir toppar komu fram, eingdngu mjog
litlir toppar sem steekkudu ekki i hlutfalli vid haekkadan styrk syna. Hvorki sast munur &
nidurstodum fyrir anilin-sulfat og anilin-HCI né & nidurstodum fyrir morfin og 6-MAM

syni.

5.2.1.1.2 Kinetex stla og fledivokvi 1, Ediksyra:ACN (50/50)

Skipt var yfir Kinetex stlu en haldid dfram med sura fledivokvann. Hja morfin synum
komu fram prir litlir toppar vid rastimana um 3, 3,5 og 4 min. Toppur vid 4 minttur
stekkadi um pad bil tvofalt frd styrknum 100 pg/ml upp 1 200 pg/ml en var ekki
synilegur i styrknum 50 pg/ml. Sama er ad segja um 6-MAM synin, toppur vid 4,09
steekkadi 1 hlutfalli vid aukinn styrk en sést ekki i styrknum 50 pg/ml. Ekkert blank syni
var keyrt med synunum pannig ad erfitt var ad meta hvort topparnir vaeru azo-afleidur
eda oOhreinindi i synunum. A mynd 5-1 ma sja toppana fyrir azo-morfin synin, raudu

takna syni 1 styrknum 100 pg/ml og graenu tadkna synin i styrknum 200 pg/ml.
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Mynd 5-1. Toppar fyrir azo-morfin afleidu i styrkum 100 og 200 pg/ml.

5.2.1.1.3 Kinetex stla og fledivokvi 2, Vatn:ACN:Trietylamin (85:15:0,1)

Fyrir pessa keyrslu var utbuid blank syni sem var keyrt med hinum synunum.
Nidurstodur voru svipadar og i keyrslunni 4 undan hja badum efnum. Prir litlir toppar
komu fram vid rastimana um 3; 3,4; og 3,9 minutur. Fyrsti toppurinn breyttist ekki vid
aukinn styrk syna en hinir badir stekkudu vid aukinn styrk en po ekki i réttu hlutfalli.

Grunnlinan var ordin mjog léleg og pad reyndist erfitt ad né stodugleika a kerfid.

5.2.1.2 Afleidumyndun 2 —

Basiskar a0stedur

, . . EDI (6:4:1) LELCHIDY
A mynd 5-2 ma sja fledirit yfir . L™
synin sem Utbtin voru vid basiskar Synasett 1 ez { HPLEe
aéstwéur. I bléu l‘eitunum Sjé.st ( — ( HPLC-FLD/
l Hexan/butandl [ TLC
mismunandi urhlutunarvokvar og i Kiiplun vid ; (e
. . adstaedur Dietyleter HPLC:DAD;
gulu reitunum sjast \ { Ge/Ms
( (" HPLC-FLD /
efnagreiningaadferdir sem notadar - [ ot
’ .. Synasett 2 - "
voru. [ vokvagreiningu var notud e { R
GC/MS
x-Terra sula med basiskum ( —r
. l EDI (6:4:1) l HPLC-DAD/
fleedivokva S
Mynd 5-2. Flaedirit yfir syni sem tbuin voru med
(H20:ACN:Trietylamin) 1 6llum afleioumynd tvo.

keyrslum. 1 FLD voru notadar

orvunarbylgju-lengdirnar 320 og 350 og ljomunarbylgjulengdirnar 420, 440, 460, 480
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og 500 nm i 6llum keyrslum. {f HPLC-DAD var gleypni mzld vid bylgjulengdirnar 220,
236, 288 nm.

5.2.1.3 Synasett 1

5.2.1.3.1 HPLC-FLD

Flatarmal undir toppunum var mest vid bylgjulengdirnar 320/460 nm en allir toppar
voru mjog litlir. Blank synin voru mjog hrein og engir toppar komu fram i peim. Engir
toppar komu fram i synum sem urhlutud voru med hexan/diklérmetani vid neina af
bylgjulengdunum sem voru préfadar. 1 peim synum sem urhlutud voru med
hexan/butanodli kom einn toppur fram sem ekki kom fyrir i blanki. Réstimi hans var um
4,5 minuatur en pessi toppur sast einnig i EDI trhlutun en var téluvert minni. Toppur vid
rastimann 3,5 kom fram hja synum urhlutudum med EDI sem ekki komu fram i blanki
né i hexan/butandl Grhlutunum. Erfitt var ad lesa Gr pessum nidurstédum hvort um
afleiduna veri ad reda i 60ru hvoru tilfellinu sérstaklega par sem 61l synin voru i sama
styrkleika og pvi ekki haegt ad bera saman staerd toppa vid mismunandi styrk. Flatarmal
undir toppunum var mest vid bylgjulengdirnar 320/460 nm. A mynd 5-3 m4 sja toppa
fyrir annarsvegar EDI urhlutun (blau topparnir) og hins vegar hexan/butandl vid
320/460 nm. Eins og sést 4 myndinni var kerfid O6stodugt og grunnlina
greiningarferilsins var mjog hreyfd. Blank synin voru mjog hrein og engir toppar komu

fram 1 peim.
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Mynd 5-3. Toppar fyrir azo-morfin syni, Grhlutun med EDI (blar) og hexan/butandli (raudur). Bylgjulengdir 320/460
nm.

TLC
TLC plata med 6llum synum 0r synardd 1 var skodud undir utfjélublau 1j6si og kannad
hvort flirljomun kaemi fram hja efnunum. Enginn blettur syndi flirljomun pegar platan

var skodud vid bylgjulengdina 350 nm.

5.2.1.4 Synasett 2

HPLC-DAD

Engir toppar komu fram hja synum trhlutudum med dietyleter. Nokkud stor toppur med
rastima um 3,1 minatu kom hins vegar fram i 6llum 60rum synum og virtist steekka
hlutfallslega vid aukinn styrk syna. Toppurinn kom pé einnig fram i blanki, litill i EDI
urhlutunum en mjog stér i télten/butandl Grhlutuninni. Pegar UV ro6f toppsins var
skodad sast a0 hamarksgleypni var vid = 288 nm. Hamarksgleypni azo-morfin
afleidunnar er i kringum 350 nm samkvaemt Alnajjar og El-Zaria (2008) en aftur & moti
er hamarksgleypni morfins & utfjélublaa svidinu 4 bilinu 285-298 nm (Clarke o.fl.,

2004).

HPLC-FLD
Enginn toppur var synilegur vid rastimann 3,1 minuta i neinum synum. Toppurinn sem
sast 1 DAD vi0 3,1 minttu virtist pvi ekki flarljoma. Engir toppar voru synilegir i FLD

sem talid var ad gaetu verid azo-afleidan.
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5.2.1.5 Afleidumyndun 3 — Hlutlausar adstedur

A mynd 5-4 ma sja syni sem voru Gtbin
med afleidumyndun 3. Kuplun var
framkvemd  vid  pH 7, tveir

urhlutunarvokvar préofadir og prir HPLC

fledivokvar. xTerra var notud afram i | kaplunvio
, pH7
allar keyrslur. I HPLC-DAD var gleypni
meld vid bylgjulengdirnar 220, 236, 288

HPLC-FLD notadar

voru

orvunarbylgjulengdir 320 og 350 og
ljdémunarbylgjulengdir 420, 440, 460, 480

nm. [

og 500 nm i 6llum keyrslum

Urhlutun
EDI (4:6:1)

-

Vatn/ACN/TEA
pH 8,5-9

ACN/CH,0,
pH 3,05

ACN/NaHCO;*
pH7

Vatn/ACN/TEA
pH 8,5-9

e ——

Urhlutun
T6l/but

ACN/CH,0,
pH 3,05

ACN/NaHCO;*
pH7

Mynd 5-4. Flaedirit yfir syni sem tbuin voru med

afleidumyndun 3. TEA:trietylamin

HPLC-DAD

brir toppar komu fram med HPLC-DAD. A mynd 5-5 ma sja greiningarferla fyrir blank

syni og syni i styrkjunum 100 og 200 ug/ml i surum faedivokva (pH 3,05) arhlutudum

med EDI. Blankur er tdknadur med blaum, 100 pg/ml med raudu og 200 pg/ml med

graenu. A myndinni sést ad toppur-3 vid 3,15 minatur staekkar ekki vid aukinn styrk en

toppar 1 og 2 vid 1,9 og 2,4 minutu stekka badir eftir pvi sem styrkur lausna eykst.

DADY A, Sige230 10 Ret300, 9500 (RATALMIM WPLC-SOATAIOAMORNMORS I 2090.02-17 14 112N1702000000 0)
DAD1 A, Sige238, 10 R ) (RATAENIA . \HPLE-2 10ANORFMORF3 o)
DAD1 A, Sigeaa0.10 R AMORFMO 0247 141
mAY 8
"
120 i T-3
|
|
100 {
1 |
0 3 I
|
L] T-2 I
[
© 7 ° |
3 |
o |
2 » - \
<Y f \
) 3| ¢ \
0-F gy 4 AT ——
1 2 4

Mynd 5-5. Greiningarferill fyrir syni ur afleidumyndun 3. Synin voru trhlutud med EDI (6:4:1) og keyrd med HPLC-

DAD med fledivokva 3 (pH 3,05). Toppar merktir T-1, T-2 og T-3 eftir pvi i hvada r6d peir birtast.
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Vid breytingu & syrustigi fledivokvans hlidrudust topparnir til. A mynd 5-6 ma sja
toppa fyrir syni i styrknum 200 pg/ml, i mismunandi fledivokvum. Vid ad auka
syrustig fledivokva ar pH 3,05 (blair toppar) upp i pH 7 (grenir toppar) lengdist
rastiminn og toppur 3 kom 4 undan toppi 2 en rastimi fyrir topp 1 breyttist mun minna.
Vid ad skipta yfir 1 fledivokva med pH 9 (raudir toppar) styttist rastimi efnanna aftur en
toppur 3 kom afram 4 undan toppi 2. SvOrun er einnig mismunandi eftir syrustigi,
toppur 2 er sterri vid pH 9 en vid pH 3,05 en toppur 3 er jafnstor. Almennt virdist vera
minni svorun vid pH 7. Betri adgreining 4 milli toppana priggja var vid pH 9 en vio pH
3,05.

DAD1 A 5ig=230,10 Ret=300, HPLE- 320900217 141 )
DADY A, Sige230, 10 Ret300, 500 (RATAEINH \HPLCADAT, 3 20%0.02:18 10 0
DADY A, Sig230.10 Re™300, 900 (RATAEINM  HPLC-AOATAIOAMORFMORF 3 2090.02-17 142 4-42\1702000003 )

Serre

Mynd 5-6. Hlidrun toppa vid mismunandi syrustig fledivokva. Blair toppar: pH 3,05; raudir toppar : pH 9; graenir
toppar: pH7.

UV r6f toppana voru skodud og borin saman. I t6flu 5-5 m4 sja vid hvada bylgjulengdir

hamarks gleypni var fyrir efnin 1 synunum.

Tafla 5-5. Hamarksgleypni efna tr afleidumyndun 3.
Héamarks Héamarks Héamarks

Toppur

gleypni (nm) gleypni (nm) gleypni (nm)
pH 3,05 pH7 pH9
1 345 - -
2 285 285 298
3 320 338 348

Af pessum premur toppum samsvaradi UV-rof fyrir topp 3 best rofinu sem gefid er upp
i grein Alnajjar og El-Zaria (2008). UV-r6f fyrir topp 3 auk UV-réfs sem gefid er upp i

adur nefndri grein ma sja i vidauka B.
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HPLC-FLD

Eftir ad nidurstodur ur HPLC-DAD keyrslunni lagu fyrir var dkvedid ad keyra synin
sem voru urhlutud med EDI aftur. Pau voru keyrd 4 HPLC med fleedivokva 3 (pH 3,05)
og skipt var yfir 4 FLD. Kom enginn af 4adurnefndum toppum fram med FLD skynjara,
sja greiningarferil 4 mynd 5-7 ad nedan,blda linan er fyrir syni i styrknum 100 ug/ml en

raud fyrir 200 ug/ml.

FLD1 A, Ex=320, Em=460 (RATAEKIHPLC\HPLC-DATA10AWORFWORF2 2010-02-18 17-37-26Y0402000011.D)
FLD1 A, Ex=320, Em=460 (RATAEKIHPLC\HPLC-\DATA10AWORFWORF2 2010-02-18 17-37-26Y0402000012.D)

[T
45-
4-

35—

0- T T T T T T T T |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 min

Mynd 5-7. Greiningarferill af synum utbinum med afleidumyndun 3 og trhlutun med EDI. Synin keyrd med HPLC-
FLD og strum fledivokva (ACN/CH,0,, pH 3,05) vid bylgjulengdir 320/460. Bla lina taknar syni i styrknum 100
ug/ml en raud 200ug/ml.
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5.2.2 Smiodi og einangrun a azo-morfin afleidu

5.2.2.1 Afleidumyndun og einangrun

Utfelling myndadist fljotlega eftir ad lausnunum var blandad saman. Utfellingin sem
myndadist var appelsinugul 4 litinn og lausnin sem siud var fra var sker raud. Eftir siun
og purrkun reyndist myndefnid 93,5 mg. Ef reiknad er med ad allt myndefnid sé azo-
morfin afleida pa eru heimtur ur efnahvarfinu 0,2 mmol eda 40%. Heimtur ma sja i toflu

5-6.

Tafla 5-6. Heimtur Gr azo-morfin afleidumyndun.
Efni Moélvigt Magn  Magn
(g/mél) (mg) (mmol)

Morfin 285 142 0,5
Myndefni-3 469 93,5 0,2
(Azo-morfin?)

5.2.2.2 HPLC-DAD/FLD — xTerra sula
Syni keyrd & xTerra med ACN/CH,0, fledivokva med pH 3,05. Gleypni var mald a
DAD vid bylgjulengdirnar 220, 236 og 356 nm. Skipt var svo yfir i FLD par sem

orvunarbylgjulengdirnar voru 320 og 350 nm og ljomun meld vid 420, 440, 460, 480
og 500 nm. Nidurstodur ur HPLC-DAD komu ekki vel Gt. Einn litill toppur kom fram i
synum sem ekki kom fram i blank synum me0 rastima vid 1,8 minttu og staekkadi hann
vid aukin styrk syna. begar UV rof toppsins var skodad sast ad hdmarksgleypni var vid
220 nm og rofid var ekkert likt pekktu réfi azo-morfins. Nidurstodur ar HPLC-FLD

syndu einn litinn topp vid rastimann 1,2 minatur sem steekkadi vid aukin styrk syna.

5.2.2.3 UV rof af myndefni ™
3

Nidurstodur ur UV melingu
syndu ad myndefni 3 hafoi
hamarksgleypni vid 232 og
356 nm. UV-r6fid ma sja a

0.00 T T T |

mynd 5-8. betta samsvarar 218.8 A nm 568.I

Mynd 5-8. UV rof af myndefni 3 (0,1 mg/mL) i etandli.
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vel réfinu sem Alnajjar og El Zaria (2008) gefa upp 1 grein sinni.

5.2.2.4 HPLC-DAD — Symmetry sula

5.2.2.4.1 Bylgjulengd 236 nm

Skipt ur C18 stlu yfir & C8 sulu, sja toflu 4-4. Fledivokvi 4, ACN/NaHCOs3,var notadur
og keyrt a stigli, sja toflu 4-6. Gleypni meld vid 220, 236 og 288 nm. Tveir toppar saust
vid 236 nm sem ekki komu fram i blank synum. Badir toppar steekkudu i réttu hlutfalli
vid aukinn styrk syna. Rastimi toppana var 1,6 minatur annars vegar og 1,8 minttur
hins vegar. Toppurinn vid 1,6 minttu var um pad bil tvofalt staerri en toppurinn vid 1,8
minltu, badir toppar po tiltdlulega litlir ad sterd. UV-réf toppana liktust ekki UV rofi

azo-morfins, en hamarksgleypni peirra var vid 315 og 285 nm.

5.2.2.4.2 Bylgjulengd 356 nm

Somu syni keyrd aftur vid somu adstedur & HPLC nema gleypni mald vid 356 nm i
stad 236 nm. Vid 356 nm kom fram mjog skarpur og flottur toppur med rastima, 0,65
minttu. Sa toppur hafdi hamarksgleypni vid 360 nm og UV r6fid ekki 6svipad UV rofi

azo morfins. Toppurinn steekkadi einnig i hlutfalli vid aukinn styrk syna.

5.2.2.4.3 MeOH/NaHCO; (90:10)

Skipt var ut fledivokva 4 fyrir fledivokva 5, metandl kom inn i stad ACN. Adrar
aldstedur obreyttar. Rastimi toppsins jokst Gr 0,65 minitum i 1,29 minutu. Toppurinn
var ekki sjdanlegur i blanki og steekkadi i hlutfalli vid aukinn styrk syna. UV-rof af
toppnum syndi ad um sama topp var ad reda og i HPLC-DAD keyrslu 4 undan, sja
5224.2.

5.2.2.4.4 MeOH/NaHCOj3;, mismunandi hlutfoll

Vid ad minnka hlutfall metandls i fledivokva tr 90% 1 70% jokst rastimi toppsins i 3,75
minutur. Vid 60% metan6l var rastimi kominn i 7,19 minatur og vid 50% metanol kom
enginn toppur pannig ad rastiminn var ordinn lengri en keyrslutiminn sem var 13
minatur. A mynd 5-9 ma sja toppinn vid mismunandi rastimi, greiningarferlarnir hafa

verid felldir saman og sést pa hvernig toppurinn hlidrast til vid breytingar 4 flaedivokva.
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DAD! B, Sig=350.10 R'FMO 100 (RATAEKNH., \HPLC-QDATAIDAMORFMORF3 20100301 10 50—24‘\250?%‘ D)
VAD1T B, 10 Ret~ RATAEFNH. . HPLC-SDATAIDAMORFPWMORF3 2010 4.0)
DAD IB RATAEKRH mu-xtm..(,\uruuum )1 'np.

12 - ]
~

10 ° 5

ACN | B
® 90/10 ¢ MeOH
] | 70/

| 7030 ¢ MeOH

a | (' § MeOH & 60/40
2 | ~. 60/40 -
0 Fmtecnt bl 1 e - -
2 - I . -

o 2 4 o 8 10 m

Mynd 5-9. Hlidrun a toppi vid rastimann 0,73 min. med pvi ad skipta ut fleedivokva 4 fyrir fledivokva 5. Hlidrun
verdur einnig vid ad breyta styrk metanodls a moti studptida i fledivokva S.

5.2.2.5 HPLC-FLD

Eftir ad nidurstodur ur 5.2.4.4 lagu fyrir var dkvedid ad mela synin med FLD vid
orvunarbylgjulengdirnar 320 og 350 nm og ljdémunarbylgjulengdirnar 420, 440, 460,
480 og 500 nm. Flaedivokvi 5, MeOH/NaHCOs (70/30), var notadur. Nidurstodur syndu
engan topp me0 rastimann 3,7 minatur. Einn litill toppur kom fram & greiningarferlinum
med rastima um 1,07 minutu. Toppurinn steekkadi hlutfallslega vid aukinn styrk syna og

var sterstur pegar 6rvad var vid 320 nm og ljomun meld vid 440 nm.

52.2.6 NMR

NMR r6f var borid saman vid NMR r6f af azo-morfini sem gefid er upp i grein Alnajjar
og El-Zaria (2008). Topparnir sem koma fram vid 1,7 — 4,5 ppm eru toppar sem pekkt
er ad tilheyri morfin kjarnanum og stori toppurinn vid 2,3 ppm tilheyrir liklegast
metylkedju & aminonohop morfins (Goldstein o.fl., 1985). Toppur vid 4,9 ppm kemur
ekki fram 4 vidmidunarrofi og eins vantar topp vid 7 ppm & rofinu fyrir myndefni-3.
NMR r6f fyrir myndefni 3 mé sjad 4 mynd 5-10 og NMR vidmidunarrof dsamt NMR réfi

fyrir myndefni 3 ma sja i vidauka B.
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Mynd 5-10. H-NMR rof af myndefni-3 (azo-morfini).

5.2.2.7 Syni fyrir flarjomunarmeeli

Engin flurljomun meldist i lausnum af styrkleikunum 10* M og 10” M. Fljurljomun
meldist hins vegar i lausninni sem var i 1 mg/ml styrk. Hadmarks flarljomun var vid

bylgjulengdina 439 nm.
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5.3 Myndun propansyruestera af 6-MAM og morfini fyrir GC/MS

5.3.1 Akvordun rastima

5.3.1.1 Skimun

Tveir toppar komu fram & GC/MS med skimunaradferd. Fyrri toppurinn hafdi rastima
vid 7,6 minutur en seinni toppurinn vid 7,9 minttur. Massarof toppana voru skodud og
borin saman vid pekkt massar6f morfin-propanesters og 6-MAM-propanesters
(Galloway o.fl., 1998). Nidurstddur bentu til pess ad fyrri toppurinn tilheyrdi 6-MAM-
propanester og seinni toppurinn morfin-propansyruester en greiningarferil og
massarofin ma sja i vidauka C. I t6flu 5-7 ma sja hvada jonir voru sterkastar i

massarofum efnanna.

Tafla 5-7. Rastimar og sterkustu jonir 6-M AM-propanesters

og morfin-propanesters

Rastimi
(min)
6-MAM- 7,6 327, 268, 383
propanester
Morfin- 7,9 341, 268, 397
propanester
5.3.1.2 SIM

Synin voru keyrd aftur og notud var SIM adferd, med henni fast meira neemi en med
skimunaradferd. Akvedid var ad leita eftir peim jonum sem komu sterkast ut a
massarofi efnanna ur fyrri keyrslu. Fyrir 6-MAM-propanester voru pvi valdar jonirnar
327 og 383 og fyrir morfin-propanester voru valdar jonirnar 341 og 397. Jon 268 var
ekki valin vegna pess a0 hun er sterk i réfum beggja efna. Tveir toppar komu fram med
SIM adferdinni vid somu rastima og 4 undan, 7,6 og 7,9 minttur. Topparnir stekkudu i

hlufalli vid aukinn styrk syna.

5.3.2 Innri stadall

5.3.2.1 Morfin-ds
Synin voru keyrd med SIM adferd. Fyrir innri stadal, morfin-ds-prépanester, var leitad

ymist af jon 344, 271eda 400.
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5.3.2.2 Stodugleiki toppa innri stadals

Flatarmél toppa innri stadals i stadalsynum var ekki stodugt. A mynd 5-11 ma sja

hvernig topparnir steekka eftir pvi sem styrkur stadla eykst.

v 7

S 80000 “Jon 341
g ]6n 400
1]

£ 60000 - —— —— — J6n271
=

=

& 40000

8

=

£ 200 H——1 —& & &

S

3]

ks o L B H N "

25 50 100 200 400 800

Styrkur stadla (ng/mL)
Mynd 5-11. . Flatarmal toppa fyrir innri stadal, morfin-ds, i stodlum af mismunandi styrkleikum.
5.3.2.3 Stadalkurfa
A mynd 5-12 ma sja stadalkirfu fyrir morfin og 6-MAM begar tekid er tillit til innri
stadals. Akvedid var ad nota jon 341 i stadalkirfu par sem pad er sterkasta jonin, en
utreikningar med hinum jonunum gafu mjog svipadar nidurstodur og ma sja i vidauka
C. Akvedid var ad nota einnig sterkustu jon hvers efnis til magngreiningar. Sterkasta

jon morfin-propanester er 341 og jon 327 er sterkust fyrir 6-MAM-prdopanester.

14.0
12.0
y=0.0147x + 0.1163 *6-MAM
10.0 R? = 0.99679 ® Morfin
(7]
= 80
=
S 60
4.0 v =0.0075x + 0.014
20 R? = 0.99988
0.0

0 200 400 600 800 1,000
Styrkur (ng/mL)

Mynd 5-12. Stadalkurfa fyrir morfin-propanester og 6-MAM-propanester med morfin-d; sem innri stadal.

A mynd 5-13 m4 sja nidurstodur ar somu keyrslu nema par er ekki tekid tillit til innri

stadals. Par ma sja flatarmal toppa & moti styrk stadla.
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Mynd 5-13. Stadalkarfa morfin-propanester og 6-MAM-propanester an innri stadals.

53.2.3.1 Syni

Utfra stadalkarfum var reiknadur styrkur 6-MAM og morfins i synum. Nidurstodurnar

ma sja 1 toflu 5-8. Pvagsyni A og B hofou verid mald 4dur & RLE og meldist pa styrkur

morfins 8,5 pg/mL 1 syni A og 1,7 pg/mL 1 syni B. Einfold syni voru utbuin fyrir

stadalvidbotarsyni en tvofold syni fyrir pau sem voru an stadlvidbotar. Nidurstédurnar i

toflu 5-8 fyrir syni 4n stadalvidbotar er pvi medaltal tveggja malinga.

Tafla 5-8. Meldur styrkur morfin og 6-MAM i pvagsynum med og an stadalvidbotar.

Efni melt

Syni A
(ng/mL)

Syni A +
stadalvidbot
(0,25 pg/ml)

Syni A +
stadalvidobot
(0,5 pg/mL)

Syni B
(ng/mL)

Syni B +
stadalvidbot
(0,25 pg/mL)

Syni B +
stadalvidbot
(0,5 pg/mL)

An innri stadals

Morfin 8.36 8,41 9,36 1,75 1,78 1,80

6-MAM i 0,218 0,501 - 0,223 0,458
Med innri stadli (morfin-d;, jon 341)

Morfin 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 i toflunni fannst ekkert 6-MAM pvagsynum an stadalvidbota. Pegar styrkur

syna er reiknadur med tilliti til innri stadals fast gildi sem eru mun lengra fra réttu gildi

heldur en pegar styrkur er reiknadur an innri stadals. Hafa ber 1 huga ad styrkur morfins
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er mun meiri en styrkur sterkasta stadalsins pannig ad reiknadur styrkur morfins er ekki

marktakur heldur eingdngu til vidmidunar.

53.2.4 Kédin-ds

5.3.2.4.1 Akvérdun rastima kédin-propanester

Keyrt var badi 4 skimunaradferd og SIM adferd. Rastimi fyrir kddin-propanester var
7,2 minatur og massarof syndi ad sterkustu jonir voru 355, 282 og 229. Toppur fyrir
kédin steekkadi hlutfallslega vid aukinn styrk syna. Jonir 341 og 327 komu ekki fram ad

neinu verulegu leyti hja kodin-prépanester. Ekkert kodin fannst i pvagsynunum.

5.3.2.4.2 Stadalkurfa med og an innri stadals

A mynd 5-14 ma sja stadalkirfu fyrir 61l efnin prjt, morfin, kodin og 6-MAM pegar
tekid er tillit til innri stadalsins kodin-d;. Styrkur innri stadals var meldur Ut fra
sterkustu joninni sem var 358. Eins og sést & myndinni er fylgnistudull stadalkirfanna &

bilinu 0,9977-0,9999 en fylgnistudull kodins var hestur.

5.00
y=0.0114x + 0.0315

4.00 R?=0.99886 ® 6-MAM
«v 3.00 H Morfin
? ¥ =0.0092x + 0.0066 Kédin
= 2.00 R?=0.99995

1.00 y =0.0041x + 0.0335

R?=0.99768
0.00 =
0 100 200 300 400 500

Styrkur (ng/mL)
Mynd 5-14. Stadalkurfa fyrir propanester af morfini, kodini og 6-MAM, innri stadall er kodin-d;.

A mynd 5-15 ma sja stadalkarfu fyrir somu syni par sem ekki er tekid tillit til innri

stadals. Fylgnistudull stadakurfanna er svipadur i badum tilvikum.
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Mynd 5-15. Stadalkurfa fyrir propanestera af morfini, kodini og 6-MAM an innri stadals.

Toppar fyrir innri stadal voru nokkud stddugir, sterd peirra breyttist ekki mikid vid

aukningu & styrk stadla en staerd peirra var maeld ut fréd sterkustu joninni, jon 358. Staerd

toppana ma sja 4 mynd 5-16.

\

Flatarmal toppa innri

100000

stadals

80000

60000

40000

20000

0

K Ko6din-d3

12,5 25 50 100 200 400
Styrkur stadla (ng/mlL)

Mynd 5-16. Flatarmal toppa fyrir innri stadal, kodin-ds, i stodlum af mismunandi styrkleikum.

5.3.2.5 Reiknadur styrkur syna

Reiknadur var ut styrkur stadalvidbota 6-MAM og kodins i pvagsynunum, Ut fra

stadalkurfu med innri stadli, sja mynd 5-11. Skekkja var reiknud med jofnu 1 og ma sja

nidurstodur utreikninga i téflu 5-9:

Ske

Raunverulegt gildi — malt gildi
Raunverulegt gildi

kkja =
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Tafla 5-9. Styrkur morfins, kodins og 6-MAM qt fra stadalkGrfum med innri stadlinum kodein-ds.
Stadalviobét Reiknud gildi Skekkja Reiknuo gildi Skekkja Reiknud gildi  Skekkja

(ng/mL) Kodin (%) 6-MAM (%) Morfin (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
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 profad ad reikna ut styrk syna ut fra stadalkirfu an innri stadals sem sést &
mynd 5-12. bar meldist meiri skekkja i utreikningum fyrir kédin og 6-MAM en
utreikningar 4 styrk morfins komu hins vegar betur Ut pegar innri stadli var sleppt.

Utreiknud gildi ma sja i vidauka C.
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5.3.3 Bestun a arhlutunaradferd

5.3.3.1.1 Syrustig

Mynd 5-17 synir hvernig flatarmal toppa fyrir 6-MAM-propanester breytist vid
mismunandi syrustig vid urhlutun. Eins og sést 4 myndinni er tdluverd dreifing 4
maldum gildum fyrir synin sem voru urhlutud vid pH 8,5 en dreifingin er minni hja
synum urhlutudum vid pH 9 og 9,8. P-gildi fyrir hallatélu bestu linu er 0,84 sem bendir
til ad petta syrustigsbil hafi ekki dhrif &4 urhlutun 6-MAM. Midad er vid ad p-gildi sé
undir 0,05 svo pad teljist markteekur munur 4 milli breyta. Ahrif syrustigs 4 Grhlutun
innri stadals, kodin-d; voru einnig skodud og p-gildi reiknad en pad reyndist vera 0,12.

Utreikninga 4 p-gildi ma sja i vidauka C.

150000

« 2 2
& M
2100000 * *
=
2
5 50000
=)
1]
=

0

8 8.5 5 10

, 9 9
Syrustig (pH)

Mynd 5-17. Flatarmal toppa 6-MAM vid urhlutun med mismunandi
studptdum.

5.3.3.1.2 Urhlutunarvokvi

A mynd 5-18 ma sja flatarmal toppa fyrir 6-MAM pegar trhlutad var annars vegar med
EDI (6:4:1) og tolten/butandli (9:1) hins vegar. Stulurnar syna medaltal tveggja melinga

en litil dreifing var 4 maldum gildunum.

160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000

20000 1 0 1 r
0 I I

6-MAM

Flatarmal toppa

EDI T6l/biit

Urhlutunarvékvi
Mynd 5-18. Flatarmal toppa fyrir 6-MAM-propanester eftir irhlutun med EDI og tolten/butanol blondu.

70



A mynd 5-19 ma sja flatarmal toppa fyrir innri stadal, kodin-ds, vid trhlutun med
mismunandi Urhlutunarvékvum. Stlurnar syna medaltal tveggja malinga en einnig var

litil dreifing 4 gildum fyrir innri stadal.

6000 B Kédin-d3 (IS)
< 5000
[=9
2 4000
-
‘g 3000
Rt
£ 2000
=

1000

0 T 1
EDI Tol /bt
Urhlutunarvékvi

Mynd 5-19. Flatarmal toppa fyrir innri stadal, kodin-d;, eftir urhlutun med EDI og toluen/butandl blondu.

5.3.4 Bestun afleidumyndunar

5.3.4.1.1 Hitastig

A mynd 5-20 ma sja hvada ahrif hitastigsbreyting hefur 4 myndun 6-MAM
propanesters. P-gildi fyrir hallatéluna reyndist vera 0,097 sem er oOrlitid heerra en

vidmidunagildid 0,05.

160000
140000 z/%%i
120000

100000
80000
60000
40000
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Hitastig (°C)

Mynd 5-20. Ahrif mismunandi hitastigs 4 afleidumyndun 6-MAM.

Ahrif hitastigs 4 afleidumyndun innri stadals voru einnig skodud, sja mynd 5-21. P-gildi

fyrir hallat6lu var 0,034 sem er undir vidmidunargildinu, 0,05.
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Mynd 5-21. Ahrif mismunandi hitastigs 4 afleidumyndun kodin-d3.

5342 Timi

A mynd 5-22 ma sja hvada ahrif timalengd afleidumyndunar hefur 4 svérun 6-MAM
propanester. Blau punktarnir tdkna fyrri keyrslu par sem timarnir 20, 30 og 40 minttur
voru préfadir, tvo syni Utbhin fyrir hvern tima. Heldur mikil dreifing er 4 flatarmali
toppa vid 20 og 40 minttur en flatarmal toppa eftir 30 minttna afleidumyndun er
nokkud stodugt. P-gildi fyrir halltolu fyrri keyrslu var 0,126. Raudu punktarnir takna
flatarmal toppa 1 seinni keyrslunni sem var framkvemd. Par voru profadir timarnir 10,
20 og 30 minttur og prju syni utbuin fyrir hvern tima, fyrir 10 minttur voru einungis
tvé syni maeld par sem pridja synid tapadist. P-gildi fyrir hallatolu 1 seinni keyrslu var

0,586.

180000
160000 * *
8 140000 e
g 120000 ¢ .
g 100000 @ Fyrri keyrsla
E 80000 3 e
g 60000 Seinni keyrsla
= 40000
20000
0
0 20 40 60
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Mynd 5-22. Ahrif tima afleidumyndunar 4 toppastzerd 6-MAM-propanester.
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A mynd 5-23 mé sja hvada ahrif timalengd afleidumyndunar hafdi 4 flatarmal toppa
innri stadals 1 bAdum keyrslum. Blau punktarnir syna nidurstodur ar fyrri keyrslu en
raudu punktarnir fyrir seinni keyrslu. P-gildi fyrir koédin-ds 1 fyrri keyrslu var 0,967 en i

seinni keyrslunni 0,003.
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Mynd 5-23. Ahrif tima afleidumyndunar 4 innri stadal

A mynd 5-24 mé sja ahrif timalengd afleidumyndar 4 morfin, kédin og 6-MAM
samtimis. Raudu punktarnir tdkna morfin, greenu kédin og blau 6-MAM. P-gildi fyrir
hallatdlurnar ma sja i toflu 5-10. P-gildi fyrir morfin og kodin eru tdlvert fyrir nedan

vidmidunargildid en fyrir 6-MAM er p-gildid fyri ofan vidmidunargildi.

70000
g 60000 A,/—:_’r,'
g‘ 50000 =
= 40000 ¢ 6-MAM
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E 20099 7 ._/ i Kédein
= 10000

0 . . . .
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Mynd 5-24. Ahrif tima afleidumyndunar 4 morfin, kodin og 6-MAM.

Tafla 5-10. P-gildi fyrir hallatlur morfin, 6-MAM og kodin 4 mynd X.
Efni P-gildi

6-MAM 0,126
Morfin 0,004
Kodin 0,008
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5.3.5 Linuleiki

A mynd 5-25 ma sja stadalkarfur fyrir morfin, kédin og 6-MAM 4 styrkleikabilinu 5 —
200 ng/ml. Stadalkurfa er utbtiin med tvofoldum stodlum. Eins og sést & myndinni er
linuleiki allra stadalkarfa goour, fylgnistudull & bilinu 0,98-0,99. Mestur linuleiki er hja
6-MAM en minnstur hja morfini. Stadlar voru utbunir i vatni og keyrdir samdagurs.

Melingabil adferdarinnar var pvi dkvardad utfra stadalkarfu 5-200 ng/ml.

2.5
) B Morfin R?=0.98761
Koédin
215 2
: R*=0.99112
=1

R*=0.98372

0 50 100 150 200 250
Styrkur ng/ml

Mynd 5-25. Stadalkurfa fyrir morfin, kédin og 6-MAM.

Til pess ad stadfesta linuleika stadalkurfanna var framkvamt einhlida F-prof. Midad vid
stadalkarfu med stodlum af 5 styrkleikum og 2 syni af hverjum parf F-gildid ad vera
undir 4,82 til ad kirfan teljist linuleg. Utreikningar syndu ad F-gildi fyrir 6-MAM var
1,08, fyrir morfin var pad 1,12 og fyrir kodin 1,33. F-profid stadfesti pvi linuleika
stadalkiirfanna priggja. Utreikninga 4 F-gildi ma sj4 i vidauka D.

5.3.6 Nidurstodutoflur

[ t6flum 5-11, 12 og 13 ma sja nidurstédur ur melingum sem framkvaemdar voru fyrir
akvordun a areidanleika, ndkvemni og nemi adferdarinnar. Sex syni voru utbuin af
hverjum styrk en mistok ollu pvi ad eitt syni af 75 ng/mL innihélt engan innri stadal og

var pvi 6notheft.
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Synil 15

Tafla 5-11. Nidurstodur ur utreiknudum styrk 6-MAM i

Syni 2

Syni 3

ng/mL.  35ng/mL  75ng/mL

Fjoldi mzelinga 6 6 5
(n)
Medaltal 15,6 34,9 76,7
Staoalfravik 1,97 2,55 4,52
RSD (%) 12,6 7,30 5,90
Areidanleiki (%) 104 99,6 102

"RSD: Hlutfallslegt stadalfravik (e. Relative standard deviation)

Tafla 5-12. Nidurstodur ur atreiknudum styrk morfins i

bvagsynum.

Syni Syni 2 Syni 3
15ng/mL 35 ng/mL 75 ng/mL
Fjoldi meelinga (n) 6 6 5
Medaltal 14,0 36,0 84,1
Stadalfravik 1,6 1,47 2,8
RSD (%) 11,5 4,07 3,33
Areidanleiki (%) 93,3 102,8 112,1

"RSD: Hlutfallslegt stadalfravik (e. Relative standard deviation)

Tafla 5-13. Nidurstodur ur utreiknudum styrk kodins i

Syni
15 ng/mL 35 ng/mL 75 ng/mL
Fjoldi mzelinga (n) 6 6 5
Medaltal 15,3 34,4 102
Stadalfravik 0,43 0,98 15,2
RSD (%) 2,80 2,85 14,9
{ . . . 0,

Areidanleiki (%) 102 98.2 136

"RSD: Hlutfallslegt stadalfravik (e. Relative standard deviation)

5.3.7 Areidanleiki

Neost 1 toflum 5-11, 12 og 13 mé sja tutreikninga fyrir 4reidanleika melinganna.

7

Areidanleikinn var reiknadur sem hlutfall 4 milli medaltals mealdra gilda og
raunverulegs gildis. Areidanleiki fyrir 6-MAM kemur best at, undir 5% fra
raunverulegu gildi i 6llum tilvikum. Areidanleiki fyrir morfin var ekki eins godur,
eingdngu einu sinni undir 3% fra réttu gildi. [ hinum malingunum reyndist morfin um 7

og 12 % fra réttu gildi. Areidanleiki fyrir kodin var godur i styrkjum 15 og 35 ng/ml, i
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badum tilfellum undir 3% fra réttu gildi en litill &reidanleiki var 1 synum af styrknum 75

ng/mL en areidanleikinn maldist um 36% fra réttu gildi.

5.3.8 Nakvaemni

5.3.8.1 Innankeyrsludreifing

Nékvemni innankeyrsludreifingar er metin at fra stadalfraviki og hlutfallslegu
stadalfraviki sem sja ma i to6flum 5-10,11 og 12. Stadalfravik fyrir 6-MAM var 4 bilinu
1,97 — 4,52 og jokst eftir pvi sem styrkur syna hakkadi og hlutfallslegt stadalfravik var
a bilinu 5,9 — 12,6 % og lekkadi eftir pvi sem styrkur syna jokst. Stadalfravik fyrir
morfin voru laegri en fyrir 6-MAM, bau voru 4 bilinu 1,6 -2,8 og hakkudu einnig eftir
pvi sem styrkur syna jokst. Hlutfallslegt stadalfravik meldist 4 bilinu 3-11%.
Nidurstodur fyrir koédin syndu stadalfravik 4 bilinu 0,43-0,98 fyrir syni 1 og 2 en
stadalfravik fyrir syni 3 meldist 15,19 og skar sig pvi nokkud ur. Hlutfallslegt
stadalfravik var 3% fyrir syni 1 og 2 en 15% fyrir syni 3.

5.3.8.2 Millikeyrsludreifing

Nidurstodur ur millikeyrsludreifingu ma sjé i toflum 5-14, 15 og 16. Millikeyrslur voru
framkvemdar med viku millibili, af sitthvorum rannséknarmanninum og skipt var um
sulu i gasgreininum 4 milli keyrslu 2 og 3. Stadalkarfa fyrir kédin 1 keyrslu prju var

omarktaek og pvi var ekki haegt ad reikna ut styrki fyrir kodin 1 peirri keyrslu.

Tafla 5-14. Nidurstddur ur millikeyrslu fyrir 6-MAM.

Millikeyrsla | Syni 1 Syni 2 Syni 3 Syni 4 Syni 5
Sng/mL | 15ng/mL | 35ng/mL | 75 ng/mL | 150 ng/mL
Meld 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
Medaltal 5,09 15,3 353 78,2 153
Stadalfravik 1,13 1,97 0,59 2,32 3,54
RSD (%) 22,24 12,86 1,66 2,96 2,32
Areidanleiki 101,8 102 100,95 104,31 101,67
(%)

"RSD: Hlutfallslegt stadalfravik (e. Relative standard deviation)
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Tafla 5-15. Nidurstddur ur millikeyrslu fyrir morfin.

Millikeyrsla Syni 1 Syni 2 Syni 3 Syni 4 Syni 5
S5ng/mL | 1Sng/mL | 35ng/mL | 75 ng/mL | 150 ng/mL
Meld gildi
1 4,15 14,0 36,0 84,1 -
2 0.71 133 37.8 83.8 163
3 2,59 12,6 34,2 79,3 146
Medaltal 2,48 13,3 36,0 82,4 155
Stadalfravik 1,72 0,70 1,80 2,68 12,0
RSD" (%) 69,3 5,26 5,00 3,25 7,78
Areidanleiki 49,7 88,7 103 110 103
(%)
"RSD: Hlutfallslegt stadalfravik (e. Relative standard deviation)
Tafla 5-16. Nidurstddur ur millikeyrslu fyrir kodin.
Millikeyrsla | Syni 1 Syni 2 Syni 3 Syni 4 Syni 5 150
5 ng/mL 15ng/mL | 35ng/mL | 75 ng/mL ng/mL
Meld gildi
1 5,26 15,32 34,36 101,87
2 6.1 15.9 35.6 753 153
3 - - - - -
Medaltal 5,68 15,6 35,0 88,6 153
Stadalfravik 0,59 0,41 0,88 18,8
RSD’ (%) 10,5 2,63 2,51 21,2
Areidanleiki 114 104 1,00 1,18 102
(%)

"RSD: Hlutfallslegt stadalfravik (e. Relative standard deviation)
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5.3.9 Nemi

5.3.9.1 Greiningarmdrk

[ toflu 5-17 ma sja nidurstodur ur dkvordunum & greiningarmérkum fyrir 6-MAM.
Eing6ngu i styrknum 5 ng/mL voru badar jonir, 327 og 383, greinanlegar. Akvedid var

pvi a0 skilgreina greiningarmdrk adferdarinnar 5 ng/mL.

Tafla 5-17. Nidurstodur ar akvordunum a greiningamorkum 6-MAM.
6-MAM Syni A Syni A Syni B Syni B
(ng/ml) Jon 327 Jon 381 Jon 327 Jon 383

10 X X

X: Jon greinanleg i syni
- :Jon ekki greinanleg i syni

5.3.9.2 Magngreiningarmork

[ t6flu 5-18 maé sja nidurstodur ur akvordun 4 magngreiningarmérkum fyrir morfin og
kédin. Pessi syni voru keyrd med millikeyrslu 2 pannig ad ekki var hagt ad mala syni
fyrir kodin vegna Omarktakrar stadalkurfu. Hlutfallslegt stadalfravik fyrir 6-MAM 1
styrknum 5 ng/ml meldist vera 30% og fyrir morfin reyndist pad vera 22%.

Tafla 5-18. Nidurstodur Gr akvordun magngreiningamarka.

Syni 6-MAM Morfin
(ng/ml) (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
Medaltal 4.32 2.59
Stadalfravik 1.31 0.57
RSD" (%) 30.3 22.1
Areidanleiki 86 52
(%)

"RSD: Hlutfallslegt stadalfravik (e. Relative standard deviation)
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5.3.10Traustleiki kerfis
Samkvaemt nidurstodum ur kafla 5.3.3 virdist adferdin nokkud stooug fyrir 6-MAM

hvort sem Urhlutad er med EDI eda toltien/butandli. Syrustig pvagsynis vid Grhlutun &
bilinu pH 8,5 -9,8 hefur ekki mikil ahrif & sterd toppa 6-MAM en bd einhver ahrif.
Hitastig afleidumyndunar skiptir mali og er svorun meiri pegar afleidumyndun fer fram
vid 70°C en vid 50 og 60°C. Timi afleidumyndunar fyrir 6-MAM skiptir ekki mali &
milli 10 og 40 minutna en timinn skiptir mali upp 4 svorun morfins og kdédins. Morfin
og kodin syna meiri svorun vid hvarftimana 20 og 30 minttur en vid 10 minttur. Annar
rannsoknamadur var latinn profa adferdina og hafoi pad ekki ahrif & nidurstédur. Einnig
voru tvaer greiningarsulur notadar og kom pad heldur ekki ad sok. Nidurstodur ur
millikeyrsludreifingu fyrir morfin benda til ad adferdin sé nokkud traust 4 bilinu 15-150
ng/ml pratt fyrir faar melingar. Of faar melinidurstoour & styrknum 5 ng/ml liggja fyrir
til ad haegt s¢ dkvarda traustleika hennar med nokkurri vissu. Hlutfallslegt stadalfravik
fyrir 6-MAM er heldur mikid vid 5 ng/ml p6 svo ad areidanleiki sé¢ gdédur. Fyrir styrkina
15-150 ng/ml er hlutfallslegt stadalfravik ordid heldur minna og éareidanleikinn afram
go0ur. bad bendir til pess ad malingar & 6-MAM séu nokkud traustar & bilinu 15-150
ng/ml.
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6 UMRADUR

6.1 Efnasmiodar

6.1.1 Heroin

Fyrst var notud adferdin sem Klemenc (2008) lysir, par sem astyleringin tekur ekki
nema 5-6 minatur. S adferd hljdomadi mjog spennandi par sem timinn er oft naumur.
Raunin var hins vegar st ad pessi adferd kostadi mun meiri tima en rad var gert fyrir.
Vandamalio var ad eftir ad asetyleringin hafoi att sér stad gekk mjog illa ad adskilja
hvatann fra her6ininu sem hafdi myndast. B&di efnin eru veikir basar og pvi gekk illa
ad urhtuta her6inid an pess ad fa einnig 4-DMAP med. Eftir nokkrar arangurslitlar
tilraunir vid Urhlutun og endurkristollun var pvi dkvedid ad fara ekki lengra med pessa
aodferd heldur nota pess 1 stad gamalkunna adferd sem oft hefur verio list 4dur en hér var
studst vid adferdarlysingu Garrido o.fl. (2002). Pessi adferd gekk mun betur, hvarfid
sjalft tok ad visu mun lengri tima en pegar upp var stadid var pessi adferd mun
fljotlegri. Nidurstoour r TLC syndu ad myndefnid innhélt herdin og bentu auk pess til
ad ekkert morfin veri til stadar. Tilraun var gerd til ad urhluta myndefnid, pad
myndudust fallegir kristallar en vid skolun leystust peir upp aftur. Til pess ad koma i
veg fyrir ad tapa efni var dkvedid ad sleppa endurkristollun. Leysir var pvi einfaldlega
inngufadur fra og efnid purrkad. Unnid var med mjog litid magn efna, ekki nema 0,5
mmol af upphafsefni pvi mikilvaegt ad pad tapadist ekki. Heimtur voru nokkud godar
eda um 70% en ekki var tekid fram i grein Garrido o.fl. (2002) hverjar heimtur voru hja

peim.

6.1.2 6-moOndasetyimorfin

Hér var haldid afram ad vinna utfra adferd sem Garrido o.fl. (2002) lysa par sem
hydroxylammoniumklorid er notad til ad hydrolysera asetylhdp 1 stodu 3 a4 herdininu.
Heimtur voru agatar en par voru um 40 % og nidurstodur ur GC/MS syndu ad 6-
MAM hafdi myndast. Nidurstodur ur TLC bentu hins vegar til pess ad myndefnid
innihéldi blondu af 6-MAM og morfini. Sterd bletta fyrir 6-MAM og morfin 4 plétunni
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voru svipadir og pvi liklegt ad toluvert af herdininu umbrotnad i morfin en slikt er ekki
6alagent vid myndun 6-MAM Pad er ekki 6algengt ad hydrdlysering verdi 1 baedi stoou
3 og 6 og myndad morfin i stad 6-MAM en pad er vel pekkt vid myndun 6-MAM, en pa
verdur hydrolysering i stodu 3 og 6 Pad er ekki dalgengt ad hydrolysering verdi 1 badi
stodu 3 og 6 og myndad morfin i stad 6-MAM en pad er vel pekkt vio myndun 6-MAM,
en pa verdur hydrolysering i stodu 3 og 6 (Geier o.11., 1996)

6.2 Myndun azo-afleioa fyrir HPLC-FLD

6.2.1 Mvyndun diasénium jonar

Myndun diaséonium jonarinnar skiptir verulegu mali upp 4 ad afleidumyndunin geti att
sér stad og var forvitnilegt ad sja hversu mikil ahrif orlitil breyting hafoi 4 1tlit og
eiginleika lausnarinnar. Pad sem kom kannski mest & Ovart var ad adferdinni sem
Alnajjar og El-Zaira (2008) lysa var ekki hagt ad fylgja eftir. beir tala um ad leysa upp
um pad bil 170 mg af fostu efni i 1 ml af saltsyru en efnin leystust engan veginn upp
heldur festust pau i botninum og myndudu halfgerdan graut. Anilin stofnlausnirnar
reyndust hins vegar dgatlega og su adferd var notud i flestar tilraunirnar en pegar
profad var ad leysa anilinid upp i veikri saltsyru og baeta natrium nitriti Gt 1 og hreera i 3
minitur myndudust gular Utfellingar i lausninni. Hugsanlegt er ad par hafi myndast
svokallad gult anilin (e. Yellow aniline) sem er litarefni. Pad er myndad med pvi bata
anilini at 1 lausn af diasénium jonum og hrista lausnina (Clark, 2007) Pad hefdi verid
skemmtilegt ad préfa ad utbuia lausnina en ekki hafa hana 4a segulhraeru og sja hvort
ttfellingin hefdi myndast. A mynd 6-1 ma sja hvernig anilin og diasénium jonin kupla

og mynda gult anilin.

-+
@l‘-lEf‘-l + @["-IHQ —_— @l‘-l=l‘-l©l‘-lH2 + H*

Mynd 6-1. Myndun 4 litarefninu gulu anilini eda "aniline yellow" (Clark, 2007)
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6.2.2 Proun afleidumyndunar

6.2.2.1 Afleidmyndun 1 — Samkvemt adferd Alnajjar (2008)

Hér var unnid utfrd adferdalysingunni sem Alnajjar og El-Zaria (2008) lysa. Vonast var
til ad geta stadsett rastima azo-morfins og azo-6-MAM afleidanna i pessum keyrslum.
Engin efni komu hins vegar ut 8 HPLC stlunni sem syndu flarljémun i likingu vid pad
sem buist var vid. Tilraunir voru gerdar baedi med ad skipta um stlu og fledivokva en
an arangurs. Beckman stlunni var skipt at fyrir Kinetex stlu, ein af dstadum pess var
st ad Beckman sulan polir ekki syrustig heerra en 7,5 pannig ad skipta purfti henni ut til
ad geta profad fledivokva 2 (pH 9). Eftir ad hafa keyrt synin nokkrum sinnum i gegnum
Kinetex stluna var ordid mjog erfitt ad fa stodugleika & grunnlinu greiningarferilsins.
Moguleg skyring 4 pvi er ad 6hvarfad afleiduefni hafi sest inn 4 suluna en afleiduefnid

var 1 miklu yfirmagni 1 synunum.

6.2.2.2 Afleidumyndun 2 — Basiskar adstedur

[ peim greinum par sem afleidumynduninni er lyst er talad um ad vid basiskar adstaedur
hvarfist diasonium jonin vid morfin og 6-MAM og myndi azo-afleidur (A. Alnajjar,
2008). Hvergi i pessum greinum er po ad finna upplysingar um ndkvaemtsyrustig
kuplunar. Akvedid var pvi ad profa ad lata morfin og diasénium jonina kupla vid pH =
9. 1 pessari keyrslu var tekin akvorun um ad gera eingéngu tilraunir 4 morfini til ad
byrja med par sem mjog litid var til af 6-MAM, eftir &4 ad hyggja var pad ef til vill
veikleiki i rannsokninni par sem megin markmidid var ad greina 6-MAM. Akvedid var
einnig ad urhluta afleiduna ur synunum til ad losna vid afgangs afleiduefni par sem pad
var ad valda vandraedum i fyrri keyrslum. Tilraunir voru gerdar & premur mismunandi
urhlutunarvékvum og skipt var um stlu. Hér var markmidid ad reyna ad finna og
stadsetja rétta toppinn en pad tokst ekki. Erfitt var ad segja hvad olli pvi ad engir toppar
komu fram, helsta skyringin var ad ekki tokst ad Utbtia afleiduna og pess vegna kami
engin flurljomun fram. bvi var akvedido ad halda afram ad vinna med proéun &
afleidumynduninni en & sama tima voru gerdar tilraunir med ymsa urhlutunar- og

fleedivokva.
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Profad varad setja synin & TLC plotu og kanna hvort pau flarljomudu. Ef svo hefdi
verdi hefdi verid hegt ad stadfesta ad synin innihéldu flurljomandi afleidur en enginn
flarljomun kom fram & pldtunum i neinum af peim skiptum sem pad var profad.
Spurning er hvort efnin hafi verid i negilega miklum styrk 4 plotunni til pess ad

flarljémunin veeri greinanleg en nokkrir styrkleikar voru p6 profadir an arangurs.

6.2.2.3 Afleidumyndun 3 — Hlutlausar adstedur

Prir toppar komu fram & greiningarferli pegar pessi syni voru keyrd 4 HPLC-DAD.
Nidurstodur syndu ad vid ad breyta syrustigi fledivokvanna hlidrudust topparnir til &
greiningarferlinum, allir nema fyrsti toppurinn hann st60 nestum alveg i stad. bad gaeti
bent til pess ad efnid sem tilheyrir toppi 1 sé §jonanlegt efni og pvi oliklegt ad par sé a
ferdinni azo-morfin afleidan. Toppar 2 og 3 koma tiltdluega fljott Gt af stlunni vid pH
3,0 og 9 en rastimi peirra jokst toluvert vid pH 7. Petta gati bent til pess ad parna varu
a ferdinni amfoter efni eda efni sem innihalda badi syru og basa hép. Vio pH 3,0 og 9
myndu efnin vera ad mestu leiti 4 jonudu formi og pvi ferdast hratt i gegnum 6skautada
stuluna med tiltolulega skautudum ferdafasanum. Aftur & moéti vio pH 7 vaeri hluti
efnanna & 6jonudu formi og ferdudust pvi haegar i gegnum suluna. Par sem morfin er
amfoter efni var hugsanlegt ad parna vaeri azo-morfin afleidan 4 ferd. Pegar UV rof
toppana voru skodud var pad toppur 3 sem potti liklegastur til ad vera azo-morfin
afleidan, med hamarksgleypni vid 348 vid pH 9. Til ad komast ad pvi hvort toppurinn
flarljémadi voru synin keyrd aftur med FLD. Eins og 40ur kom ekki fram fljarljomun
hja neinum toppanna. Profad var ad keyra syni & GC/MS til sannkennslis med
skimunaradferd. Leitad var ad jonum 411, 299 og 180 fyrir azo-morfin en engar pessara
jona var ad finna i synunum. b6 er ekki hagt ad utiloka ad azo-morfin hafi verid til
stadar p6 pad hafi ekki komid fram & GC/MS. Ekki er vitad til pess ad pessar afleidur
hafi verid meldar med gasgreini 4dur og pvi engar upplysingar um pad hvort pad sé
mogulegt. Gasgreiningin hefdi pvi eingdngu getad stadfest tilvist azo-morfin

afleidunnar en ekki afsannad hana.

6.2.2.4 Afleidumyndun 4 — Mismunandi studpudar

Syni sem utbuin voru med pessari adferd voru ekki keyrd & HPLC heldur eingdéngu

keyrd & GC/MS og TLC framkvemt. Eftir 4 ad hyggja hefoi verid snidugt ad keyra pau
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einnig & HPLC en tilgangurinn med pessari afleidmyndun var fyrst og fremst ad athuga
hvort synin flurljdémud &4 TLC plotu. Nidurstodur syndu hins vegar ad ekkert af efnunum
flarljomadi. Akvedid var ad gera adra tilraun med ad keyra synin 4 GC/MS, en nii voru
notadar adrar adstedur & gasgreininum. Hitastillingin var Onnur, notad var legra
upphafshitastig og hitastigio heekkad 4 minni hrada en 4dur. Auk pess var keyrslutiminn
styttur. Margir toppar komu fram & greiningarferlinum og var gagnasafn i t6lvu 1atid
leita ad efnum med svipud massarof og topparnir & greiningarferlinum. Nidurstodurnar
ur tolvunni voru tilldgur ad premr azo-efnasambdndum og 6hvorfudu morfini. begar
pessar nidurstodur lagu fyrir var komist ad peirri nidurstodu ad sennilega veeri afleidan
ekki negilega fleyg fyrir gasgreiningu en sameindin inniheldur medal annars

hydroxylh6p sem dregur Ur rokgirni efnisins.

6.2.2.5 Smidi og einangrun 4 azo-morfin afleidu

bar sem illa gekk ad fa stadfestingu & pvi hvort afleidan veri ad myndast var dkvedid ad
smida afleiduna og einangra eins og Alnajjar (2008) lysir. Um leid og diasonium
lausninni og morfin upplausninni var blandad saman breyttist liturinn 4 lausninni ur
gulum i raudan og utfelling myndadist mjog fljotlega. Vel gekk ad sia frd og purrka
myndefnid. Byrjad var & ad keyra syni af myndefninu bedi 4 HPLC-DAD og FLD.
Ekkert kom ut Gr peim keyrslum pannig ad akvedid var ad taka UV rof af efninu i
ljosmeeli, badi til pess ad geta borid pad saman vid pekkt rof af azo-morfini og til ad sja
vid hvada bylgjulengd hamarksgleypni efnisins veri. UV r6fid syndi ad hamarksgleypni
var vid 356 og 232 nm og rofid liktist mjog vidomidunarréfi fra Alnajjar og El-Zaria
(2008) en hamarksgleypni vidmidunarrofs var vid 350 og 230 nm. A badum réfum kom
dalur vid um pad bil 270 nm. Pegar pessar nidurstédur lagu fyrir var farid ad gruna ad ef
til vill veeri afleidan fOst inn & silunum. Azo-morfin er tiltdlulega stér sameind, med
moélmassann 469 g/mél, og pvi gat pad vel hugsast. I framhaldi af pvi var pvi akvedid
ad skipta um stlu. Skipt var ut C18 stlu fyrir C8 stilu med pad i huga ad reyna ad koma
efninu hradar Ut af stlunni. C8 stlan var Symmetry stla fra Waters, hin hafdi sama
innra pvermal og somu kornastaerd og xTerra stilan en var styttri. Sterri efni flaeda oft
audveldar i gegnum C8 sulur en C18 sulur par sem minni hindrun er af stddufasanum &

leidinni i gegnum stluna. Einnig voru nidurstodurnar ur UV réfinu nyttar til ad velja
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hentuga bylgjulengd fyrir DAD. Akvedid var pvi ad velja pa bylgjulengd sem efnid
hafoi hamarksgleypni og pvi var valin bylgjulengdin 356 nm. Vid pessa keyrslu kom
fram skarpur og flottur toppur vid rastimann 0,73 minttur pegar lesid var af DAD vid
356 nm. begar UV rof toppsins var skodad benti pad til pess ad parna veari afleidan
komin, hémarksgleypni efnisins var vid 360 og ré6fid liktist vidmidunarrdfinu.
Toppurinn var hins vegar mjog litill sérstaklega pegar horft er a4 styrk synanna sem var
50 — 200 pg/mL en markmidid var ad mala efnin i nandgrommum og jafnvel i
pikogrommum. Rastiminn var einnig of stuttur pannig ad nestu skref foru i ad lengja
rastimann. Byrjad var 4 ad profa ad skipta it ACN fyrir metanol i fledivokvanum en
med pvi var verid ad draga Orlitid ur skautun fledivokvans. Pad vard til pess ad
toppurinn kom 0orlitid seinna Ut af sulunni en rastiminn var enn of stuttur. Mismunandi
hlutfoll af metanoli og studptda (pH 7) voru pvi profud og eftir pvi sem hlutfall
metandls jokst pvi lengri vard rastiminn. Hlutfallid 70% metandl og 30% studpdi kom
best Ut en pa var rastimi toppsins kominn i 3,7 minutur. Adsteedum var haldid obreytt og
synin keyr0 strax 4 eftir med FLD. Enginn toppur kom fram vid rastimann 3,7 minuatur
eins og vonast var til en litill toppur kom fram vid rastimann 1,07 minttur. Pad var pvi

sama nidurstada og adur, toppurinn sem talinn var vera azo-morfin afleidan flarljomadi

ekki.

6.2.2.6 NMR-rof

[ framhaldinu var akvedid ad senda syni af myndefninu i NMR greiningu og mela pad i
flarljdomunarmeli. NMR rof af efninu var borid saman vid pekkt NMR ré6f af azo-
morfini og sast ad toluverdur skyldleiki var 4 milli réfanna tveggja. P6 voru toppar sem
komu fram & vidmidunarréfi sem sdust ekki i rofi myndefnisins og 6fugt. NMR ro6fio
gaf pvi visbendingar um ad ad myndefnid innihéldi azo-morfin afleiduna en ymis fravik

voru po fra pekktu rofi. Liklegt er pvi ad myndefnid sé ekki hreint.

6.2.2.7 Flurljémun

Flarljomunarr6f var melt af myndefninu i styrknum 10* M og 10° M. Ekki vottadi
fyrir flarljomun i pessum styrkleikum pannig ad akvedid var ad pynna stofnlausn af
myndefninu (myndefni 3; 10 mg/mL) i 1 mg/mL og préfa ad meala flarljomun. Pa kom
fram flurljomun og toppurinn nadi yfir bylgjulengdarbilid 398-510 nm og

hamarksljomun var vid 439 nm. Pvi midur reyndist ekki mogulegt ad nd mynd af
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flarljdémunarréfinu sem melt var Ur tolvunni vegna teknilegra 6rougleika. Alnajjar
(2008) talar um ad azo-morfin afleidan hafi hamarksljomun vid 410 nm. Pessar
nidurstodur syndu fram 4 ad pad veri eitthvad efni i myndefninu sem flarljomadi en
flarljomunin var ekki nagilega sterk til pess ad koma fram vid 10° M eda 10 M p6
svo ad slikt hafi verid gert i rannsokn Alnajjars (2008). Annar moguleiki er ad ef til vill
hefur pynning lausnanna tekist illa. Framkvema purfti radpynningu til ad na styrk
lausnanna svona langt nidur pannig ad mogulegt er ad blondun hafi ekki verid negilega

200.

begar hingad var komid var dkvedid ad hetta frekari tilraunum & pessari adferd.
Buid var ad profa margar mismunandi adferdir vid afleidumyndun, mismunandi
urhlutunarvokva, fjérar HPLC stlur, mismunandi fledivokva og badi FLD- og DAD
skynjara vid mismunandi bylgjulengdir 4n arangurs. Illa gekk ad fa svérun med HPLC
og erfitt a0 segja hvad pad var sem olli pvi. Liklegustu skyringarnar 4 hvernig petta for
eru paer ad annad hvort var afleidumyndunin ekki ad takast eda ad efnid hreinlega for
aldrei ut af stlunum eftir ad pvi hafi verid sprataud inn. Skamkvemt Alnajjar og El-
Zaria (2008) eru afleidurnar stodugar vid stofuhita allt upp i nokkra manudi og pvi
o6liklegt ad nidurbrot afleidanna hafi att sér stad. Profad var ad panta nytt anilin en pad
breytti litlu. Fylgt var peim adferdum vid afleidumyndun sem lyst hefur verid i fyrri
greinum og pvi erfitt ad segja hvers vegna rannsoknin skiladi ekki nidurstodum i
samraemi vid nidurstddur fyrri rannsokna (A. Alnajjar, 2008; A. O. Alnajjar og El-
Zaria, 2008).
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6.3 Myndun propansyruestera af 6-MAM og morfini fyrir GC/MS

6.3.1 Akvordun rastima

Fyrsta keyrslan gekk mjog vel, tveir toppar komu fram og massar6f peirra bentu til ad
parna vaeru 4 ferdinni propanesterar af morfini og 6-MAM en ré6fin voru borin saman
vid pekkt massaréf efnanna (Melent'ev, 2004). Auk pess ad skoda massar6fin var horft
a hvort topparnir steekkudu vid aukinn styrk syna og hlutfallid & milli sterkustu jona
hvers efnis var einnig skodad. Jonahlutfallid 4 ad haldast svipad po svo ad styrkur
synanna aukist. Allir pessir pettir stodust fyrir efnin tvd pannig ad hegt var ad fullyrda
med nokkurri vissu ad petta varu réttu topparnir. Akvedid var ad byrja ad profa ad
asylera vio 30°C i 60 minutur (Skender o.fl., 2002) en misjafnt er hvada timi og hitastig
hefur verid notad en demi er um ad asylerad hefur verid vido 90° i 30 minttur
(Melent'ev, 2004), 40°C 1 60 minttur (O'Neal og Poklis, 1998) eda 100°C i 45 minutur
(Geier o.fl., 1996). Akvedid var ad nota somu urhlutunaradferd og notud er 4 RLE vid
urhlutun 6pi6ida Ur lifsynum. Pad var gert til pess ad reyna ad auka badi paegindi og
hagkvaemni adferdarinnar fyrir rannsoknarstofuna. bar sem propansyruafleidan er ekki
mikid frabrugdin asetylerudu afleidunum sem maldar eru & RLE var einnig akvedid ad

halda afram med somu adstedur og GC/MS og lyst var i kafla 4.1.1.

6.3.2 Innri stadall

Morfin-d; reyndist ekki gédur innri stadall fyrir pessa adferd. Topparnir steekkudu i
hverri keyrslu eftir pvi sem styrkur stadla jokst. Stadalktrfan, pegar tekid var tillit til
innri stadals, var samt sem 40ur med haan fylgnistudul og pess vegna var profad ad
reikna 1t styrk syna 1t fra jofnu bestu linu. Utreiknadur styrkur syna var um pad bil
helmingi laegri en raunverulegur styrkur. Pegar buin var til stadalkurfa par sem ekki var
tekid tillit til innri stadals og styrkur syna reiknadur ut fengust gildi sem voru mun nar
raunverulegum gildum. Astaedan fyrir pvi ad morfin-d; reyndist ekki godur innri stadall
geti verid si ad morfin-propanester innihaldi einnig jonirnar sem notadar voru til ad
mela morfin-ds-propanester, 344, 271 og 400. Pad er ekki oliklegt par sem styrkur innri
stadals for haekkandi eftir pvi sem styrkur syna jokst. Ef nota 4 innri stadal er

naudsynlegt ad hann svari eins vid mismunandi styrk stadla og syna. Daemi eru um ad
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ymis onnur efni hafi verid notud sem innri stadall vid malingar & 6pi6idum, t.d. 6-
MAM-Dg, kédin-d; (O'Neal og Poklis, 1998) og mepaqualon (Geier o.fl., 1996) en best
er ad reyna ad velja innri stadal sem likist efninu sem 4 ad mala sem mest an pess p6 ad

pad trufli malingar pess (Skoog o.fl., 1998).

6.3.2.1 Kodin-ds

Akvedid var ad profa ad nota kédin-d; sem innri stadal par sem ekki gekk ad nota
morfin-d;. Hefdi 6-MAM-ds verid til & rannsoknarstofunni hefdi pad ordid fyrir valinu
en svo var hins vegar ekki. Akvedid var pvi ad bzta stadalvidbot af kodini i synin auk
6-MAM bannig ad synin innihéldu pvi morfin, kodin og 6-MAM. M;j6g mikill kostur
veri ad geta greint og magngreint pessi prju efni i einu og somu keyrslunni. Mun betur
gekk ad nota kddin-d; og toppar pess voru nokkud stodugir i gegnum alla stadlana.
Stadalkurfur fyrir 6ll efnin prju pegar tekid var tillit til innri stadals hofou haan
fylgnistudul, hastur var fylgnistudullinn hja kddini, sidan 6-MAM og ad lokum hja
morfini. Pegar utbuin var stadalkarfa par sem ekki var tekid tillit til innri stadals var
linuleikinn orlitid betri fyrir 6-MAM en hins vegar verri fyrir morfin og kodin en
munurinn var ekki mikill. Aberandi var hvad styrkur kédins meldist haerri en
raunverulegur styrkur i synum, hugsanlegt er ad astedan geti verid truflun fra innri
stadli, kodin-ds. Utreikningar 4 styrk 6-MAM i synum komu nokkud vel it nema um
6venju mikla skekkju var ad reda i einu synanna. Asteedan fyrir pvi geeti verid ad efni
hafi tapast vid urhlutun eda vid afleidumyndun. Morfin ur sama syni meldist hins vegar
med minni skekkju. Bak vid hvert gildi er eingdngu ein meling pannig ad erfitt er ad
draga alyktanir ut fra peim heldur eru pau meira til vidmidunar. Kodin-d; kom samt sem
adur mun betur Gt sem innri stadall heldur en morfin-d; og pvi var dkvedid ad nota hann

afram.

6.3.3 Bestun a urhlutunaradferd

Almennt ma segja um nidurstodur ur pessum hluta ad heldur erfitt hafi verid meta
raunveruleg ahrif breytanna par sem einungis um tvo syni var ad reda fyrir hverja
breytu. Dreifing meldra gilda var oft mikil og pvi erfitt ad draga alyktanir ut fra

nidurstodunum. Ef timi hefoi gefist til hefoi verid skemmtilegt a0 endurtaka pessar
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tilraunir og nota fleiri syni til pess ad mala hverja breytu en timinn var pvi midur af

skornum skammti.

6.3.3.1.1 Syrustig

Samkvaemt p-gildi hallatolu skipti ekki mali vido hvada syrustig 4 bilinu pH 8,5 — 9,8
efnin voru Urhlutud. Fyrir syni Grhlutud vio pH 8,5 og 9 var tdluverd mikil dreifing &
mealdum gildum en breytileikinn minnkadi p6 vid pH 9,8.

Ef syrustigin prju eru hins vegar skodud ut fra pKa gildum 6-MAM, 7,96 og 9,46, an
tillits til nidurstadna pa er liklegt ad vid pH 9,8 sé stor hluti efnisins 4 jonudu formi og
urhlutist pess vegna verr yfir i lifrenan fasa. Vid syrustigin pH 8,5 og 9 er 6-MAM hins
vegar ad mestum hluta 6jénad og pvi @ttu pau syrustig ad henta betur. Einhver munur
geeti verid 4 heimtum vid trhlutun vid pH 8,5 og 9 en til pess ad komast ad pvi pyrfti ad

framkvema samskonar prof og helst ad nota fleiri en tvo syni.

6.3.3.1.2 Urhlutunarvékvi

Toélten/butanol blandan sem notud var i byrjun hefur reynst vel & RLE til urhlutunar &
Opi6idum og pess vegna 14 beinast vid ad nota hann afram. Gallinn vid pann vokva hins
vegar er sa ad pad getur tekid langan tima ad inngufa hann burtu eftir urhlutun og pvi er
reynt ad nota eins litid rimmal og komist ma af med. Eftir pvi sem hlutfall lifraena
fasans er meira pvi meira af efninu dreifist yfir i hann en til pess ad spara tima eru
notadir eingéngu 3 mL af urhlutunarvokva 4 moti 2 mL af vatnsfasa. Sennilega myndu
nast betri heimtur ef notadir vaeru 5 mL en pad er p6 ekki vist. EDI inniheldur mun
rokgjarnari efni og pvi tekur mun styttri tima ad inngufa hann burt. Eter er hins vegar
mjog Oflugur Grhlutunarvékvi en ymiss onnur 6zskileg efni ur lifsynunum eiga pad til
ad urhlutast samhlida og trufla maelingar. Nidurstodur syndu ad meiri svorun var hja 6-
MAM 1 synum sem urhlutud voru med téluen/butandli en hja peim sem trhlutud voru
med EDI, einnig meldist innri stadall sterkari i tolien/butanél urhlutun. I maelingum 4
efnum eins og 6-MAM, par sem efni eru i mjog lagum styrk getur orlitill munur i
svorun skipt mali og pvi var é&kvedid ad halda afram med tolten/butandl
urhlutunarvokvann. St dkvordun var einnig tekin med pad i huga ad adferdin yrdi sem

likust fyrri mealingaradferd 4 6pididum sem notud hefur verid 4 RLE.
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6.3.4 Bestun afleidumyndunar

6.3.4.1 Hitastig

P-gildi hallatolunar i pessu tilviki var rétt fyrir ofan vidmidunarmork og samkvemt pvi
atti pad ekki ad hafa dhrif & svorun 6-MAM hvort afleidumyndun feri fram vid 50, 60
eda 70°C. b6 virdist vera eins og pad verdi aukin svorun hja 6-MAM eftir pvi sem
hitastigid er aukid. Akvedid var p6 ad halda dfram ad nota 60°C en ef til vill hefdi verid
snidugt ad profa ad nota herri hita og stytta timann til sja hvada ahrif pad hefdi haft &
svorun efnisins. Eina hattan er st a0 6-MAM hydrolyserist yfir i morfin pegar pad er
medhondlad vid mikinn hita en hins vegar sjast ekki visbendingar um ad pad gerist vid
ad hakka hitann um 10°C eda ur 60°C upp 1 70°C. Aftur 4 moti pegar skodud voru ahrif
hitastigs & afleidumyndun innri stadals var p-gildi fyrir hann undir vidmidun. Pad bendir
til pess ad vid aukid hitastig gangi asylering 4 kodini-d; hradar. Til pess ad reyna ad
tryggja ad sem mest af innri stadlinum asylerist pa veri sennililega betra ad nota harri

hita svo lengi sem pad hafi ekki 4hrif 4 styrk 6-MAM.

6.3.42 Timi

6.3.4.2.1 6-MAM

Nidurstodur ur fyrri keyrslunni, 20-40 minutur, voru ekki nogu gdédar par sem mikil
dreifing var 4 maeldum gildum. Nidurstodur bentu hins vegar ekki til pess ad pad fengist
betri svorun vid 40 minatna afleidumyndun en vid 20 minutna pannig ad i kjolfarid var
akvedid a0 endurtaka pennan hluta tilraunarinnar og freista pess fara nidur i 10 minttur.
Einnig var dkvedid ad fjolga synum Ur tveimur i prji. Mun meiri samkvamni var i
nidurstodum Ur seinni keyrslunni og syndi p-gildi hallatdlu ad enginn munur veeri &
svorun 6-MAM hvort sem afleidumyndun feri fram i 10 eda 30 minatur. Svo virdist
sem 6-MAM asylerist fljott og eftir 10 minatur, jafnvel minni tima, sé allt 6-MAM
ordid ad 6-MAM-propanester.

6.3.4.2.2 Innri stadall i 10-40 minttur

Ahrif tima voru einnig skodud fyrir innri stadalinn, kédin-d;. Mikill munur var &
nidurstodum ur fyrri og seinni tilraun og ma sja hvada ahrif pad hefur 4 p-gildid pegar
gildin eru f4 og mikid dreifd. I fyrri keyslunni var samkvaemt tolfreediprofinu enginn

munur & pvi hvort hvarftimi var 20 eda 40 minutur en i seinni keyrslunni var p-gildid
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langt undir vidmidunargildi sem gefur visbendingu um ad pad skipti verulegu mali upp
4 svorun innri stadals hve lengi asylering 4 sér stad. begar pessar nidurstddur lagu fyrir
var akvedid ad kanna einnig hvada ahrif timi afleidumyndunar hefdi & svérun morfins
og kodins, en mikill kostur vari ad geta greint og magngreint morfin og kodin d4samt 6-

MAM i einu og somu keyrslunni

6.3.4.2.3 Morfin, kédin og 6-MAM

bessi keyrsla gekk vel og litil dreifing var & maeldum gildum. Nidurstodurnar bentu til
pess ad timi afleidumyndunar skipti mali vio asyleringu 4 badi morfini og kodini. Svo
virdist sem asylering peirra gangi haegar fyrir sig en astaedan fyrir pvi gaeti verid st ad
pad taki lengri tima ad asylera alkoholhdp 1 stoou 6 en fenolhop 1 stodu 3. Baedi morfin
og kodin hafa alkoholhop 1 stodu 6 sem asylerast med propansyruanhydridi en 6-MAM
hefur asetylhop i peirri stodu og asylerast pvi eingdngu i stoou 3. Pad er i samremi vid
asetyleringu morfins 1 herdin en pa verdur fyrst asetylering i stodu 3 og pad myndast 3-
monodastylmorfin en pad skref gerist tiltdlulega hratt, en svo seinna verdur astylering i
stodu 6 og pad myndast 3,6-diasetylmorfin en pad gerist mun hegar (Klemenc, 2002).
Einnig virdist sem timinn skipti mestu mali fyrir asyleringu & morfini en pad getur verid
vegna pess ad pad verdur asylering & tveimur stodum 4 sameindinni, baedi hja
phenolhop 1 stodu 3 og alkéholhop 1 stodu 6. Nidurstodurnar benda pvi til pess ad til
geta med gddum drangri magngreint 6-MAM, morfin og kodin pyrfti afleidutiminn ad
vera lengri en 10 minutur og jafnvel parf hann ad vera lengri en 30 minttur en ekki er
oruggt ad allt morfin og kodin sé hvarfad eftir 30 minttur. Hins vegar parf ad hafa i
huga ad 6-MAM er vidkvaemt fyrir nidurbroti og vid haan hita i lengri tima geeti styrkur
6-MAM minnkad og par af leidandi morfin styrkur aukist.
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6.4 Gilding mzliadferoar

6.4.1 Linuleiki

Linuleiki stadalkurfanna var godur, fylgnistudullinn var & bilinu 0,98-0,99 og allar
stadalkarfurnar prjar stodust F-prof og teljast pvi marktaekt linulegar, sja vidauka D.
Samkvaemt vidmidunarreglunum ICH Q (EMEA, 1994) parf ad syna fram & ad
stadalkurfa sé linuleg med ad minnsta kosti fimm stodlum. Hér nddist ad syna fram a
godan linuleika stadalkiarfu med fimm st6dlum af mismunandi styrkleika & bilinu 5 —
200 ng/mL fyrir 6ll efnin prja, morfin, kodin og 6-MAM. Pad var einnig utbuin
stadalkarfa fyrir efnin prji med styrkleikabilid 12,5 — 400 ng/mL, par voru notadir
fimm stadlar og linuleikinn reyndist mjog géour hja dllum efnum, fylgnistudull yfir

0,99 1 6llum tilfellum. Linuleiki 6-MAM reyndist vera mestur hja efnunum premur

6.4.2 Areidanleiki

Areidanleiki 6-MAM kom nokkud vel t, medaltal maelinga fyrir 611 synin voru undir 5
% fra raunverulegum styrk syna. Adferdin er pvi ad minnsta kosti areidanleg 4 bilinu
15-75 ng/mL fyrir 6-MAM. Hugmyndin var ad mela einnig syni i styrknum 150 ng/mL
en innri stadallinn klaradist og pvi var ekki haegt ad mela syni i peim styrkleika.
Areidanleiki morfin synanna var ekki eins godur og hja 6-MAM, areidanleikinn var
bestur i styrknum 35 ng/mL en 1élegastur vid 75 ng/mL. Ef til vill geeti verid tenging a
milli pess ad areidanleikinn er ekki eins gdédur hja morfini og ad stadalkurfa pess hefur
komid verst it i 6llum keyrslum. Areidanleiki fyrir kodin var gédur fyrir, 15 og 35
ng/mL, medaltal malinga rétt ramlega 2% fra raunverulegum gildum. Areidanleikinn
var hins vegar ekki godur 1 styrknum 75 ng/mL en par var medtaltal maldra gilda ram
35% fra réttu gildi. Astzdan fyrir pessu gaeti verid ad eitthvad hafi farid urskeidis vid

melingu 4 syninu eda ad malingabil kodins nai ekki upp 1 75 ng/mL.

6.4.3 Nakvaemni

6.4.3.1 Innankeyrsludreifing

Nidurstodur ur innankeyrsludreifingu fyrir 6-MAM syndu ad hlutfallslegt stadalfravik
var nokkud gott, 6 og 7% 1 styrkjum 35 og 75 ng/ml en adeins harra vid 15 ng/ml eda
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13%. Nidurstodur fyrir morfin voru mjog svipadar, hlufallslegt stadalfravik var mest
synum med styrknum 15 ng/ml eda 11%. Vid 35 og 75 ng/ml var hlutfallslegt
stadalfravik 4 og 3%. Kodin kom aftur & moti betur Gt vid 15 og 35 ng/ml en verst ut i
styrknum 75 ng/ml en pad er i samreemi vid pad sem kom 1t i areidanleika profinu. bad
sem geeti hafad haft ahrif & ndkvaemni pessara melinga var ad vio urhlutun myndudust
fleytur 1 pvagsynunum. Mismikil fleytumyndun var & milli syna og mun meiri i synum
en i stodlum sem voru Utbunir 1 vatni. Fleytur h6fou ekki myndast adur vid trhlutanir en
erfitt er ad segja nakvamlega hvad olli pvi ad pad gerdist i petta sinn. Fleytur eiga pad
medal annars til ad myndast pegar syni eru hrist of mikid en ekki er vitad til ad pad hafi
gerst hér. Nakvaemnin er annars nokkud go60, fraviksstudull alltaf undir 15 % og liggur &
bilinu 3-15%. [ vidmidunarregulum ICH er talad um ad til ad framkvama
innankeyrsludreifingu purfi ad skoda syni af premur styrkleikum og prji syni af
hverjum styrkleika (EMEA, 1994). I pessari innankeyrsludreifingu voru hins vegar

skodadir prir styrkleikar og sex syni i hverjum.

6.4.3.2 Millikeyrsludreifing

Ekki var unnt vegna timaskorts ad gera fleiri millikeyrslur en prjar. Akvordun
millikeyrsludreifingu gekk p6 vonum framar fyrir utan ad ekki var hagt ad magngreina
kédin 1 keyrslu prju. Skipt var um stlu 4 milli keyrslna og virtist pad ekki hafa mikil
ahrif 4 maelingarnar sem rennir stodum undir traustleika adferdarinnar. Eina breytingin
sem sast var ad rastimi efnanna faerdist Orlitid til, efnin komu nokkrum sekindum
seinna Ut af stlunni. Fyrir 6-MAM var efnid greinanlegt i 6llum styrkleikum og
areidanleiki nokkud goédur po hlufallslegt stadalfravik i synum 1 5 ng/ml hafi verid i
hearra lagi. Morfin syni i styrknum 5 ng/ml komu ekki vel ut i millikeyrslunni sem gaeti
pytt pad ad ekki sé hagt ad magngreina morfin i svona lagum styrk med adferdinni.
Morfin er yfirleitt i mun meiri styrk i pvagi en 6-MAM og pad @tti pvi ekki ad koma ad
sOk pott nemi adferdarinnar sé harri en 5 ng/ml fyrir morfin. Fyrir hina styrkleikana
kom morfin agaetlega t, areidanleiki godur og hlutfallslegt stadalfravik undir 8% i
Ollum tilvikum. Erfidara er ad meta nidurstodur ur millikeyrslu & kodini par sem
eingéngu var hagt ad gera tvaer melingar. Nidurstodur ur peim melingum lita hins
vegar vel 0t fyrir 611 syni nema 75 ng/ml. Areidanleiki godur og hlufallslegt stadalfravik
1itid fyrir syni af styknum 5, 15 og 35 ng/ml en heldur hatt fyrir 75 ng/ml eda 21 %. Til

pess ad meta betur millikeyrsludreifingu adferdarinnar parf ad framkvaema fleiri
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profanir og er stefnan ad gera slikt i framtidinni & RLE, en pessar fyrstu nidurstodur lofa

hins vegar godu.

6.4.4 Nemi

6.4.4.1 Greiningarmork

Til pess ad geta greint drugglega 6-MAM 1 syni er naudsynlegt ad geta greint tver
sterkustu jonir efnisins, 327 og 383. Profad var ad fara nidur i styrkleikann 0,5 ng og sja
hvort mogulegt veri ad greina efnid. Pad reyndist ekki mogulegt, jon 327 var
greinanleg i styrknum 1 ng/ml i fyrri keyrslunni en i 2,5 ng/ml i seinni keyrslunni. bar
sem jon 383 var eingdngu greinanleg i 5 ng/mL var akvedid ad skilgreina
greiningarmOrkin 5 ng/mL. Mogulegt er p6 ad greiningarmorkin liggi einhversstadar a
bilinu 2,5 — 5 ng/mL. Algengt er ad styrkur 6-MAM i pvagi melist & bilinu nokkur
nandégromm og allt upp 1 nokkur mikrégromm (O'Neal og  Poklis, 1998).
Greiningarmdrk upp 4 5 ng/mL @ttu pvi ad vera ndg til ad greina 6-MAM 1 pvagi en
naemi adferdarinnar er liklegast ekki neegilegt til greininga 4 6-MAM 1 bldoi.

6.4.4.2 Magngreiningarmork

Markmidid var ad reyna ad nd LOQ i 5 ng/ml. Nidurstodur ur pessari keyrslu syndu
hins vegar ad svo var ekki. Areidanleiki var 86% hja 6-MAM en ekki nema 52% hja
morfini. Hlutfallslegt stadalfravik var hins vegar mun meira hja 6-MAM en morfini eda
30% & moti 22%. Pessar nidurstodur benda til pess ad ekki s¢ hagt ad magngreina med
fullri vissu 6-MAM og morfin i styrknum 5 ng/ml med adferdinni eins og hun er nuna
en vegna timaskorts var bestun ekki fullreynd fyrir 6-MAM. Vi leit ad 6-MAM i
lifsynum skiptir magnid oft ekki 6llu mali heldur skiptir meira mali ad geta greint efnid
i lagum styrk par sem pad eitt og sér stadfestir ad vidkomandi einstaklingur hafi neytt
her6ins. Pegar innankeyrslu nidurstédur eru bornar saman vid millikeyrsludreifingu
fyrir 5 ng/ml fyrir 6-MAM geati frekari bestun adferdar ordid til pess ad tilsettum
markmidum fyrir LOQ eda 5 ng/ml verdi nad.

6.4.5 Traustleiki kerfis

Mat & traustleika kerfisins byggdist 4 nidurstodum Ur bestun 4 Urhlutunaradferd og

afleidumyndun asamt millikeyrsludreifingu. Eins og kom fram par p4 voru eingdngu tvo
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syni fyrir hverja breytu i flestum tilfellum og oft mikil fravik a4 milli mealdra gilda. Pad
gerdi erfidra fyrir ad draga alyktanir Gt fra nidurstodunum. ber breytingar sem voru
profadar virtutst hins vegar ekki hafa mikil ahrif 4 svorun efnanna en pd var oft orlitill
munur synilegur. Pad ma pvi segja ad adferdin s¢ nokkud traust & pvi bili sem préfad
var en po er naudsynlegt er besta adferdina betur med pvi ad kanna ahrif breytanna a

fleiri synum.
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7 ALYKTANIR

Tilraun var gerd til ad mynda flarljdomandi azo-afleidur af morfini og 6-MAM til
greiningar med vokvagreini tengdum vid flarljdmunarskynjara. Mismunandi adferdir
voru préfadar vid afleidumyndun og tUrhlutun afleidanna ur synum. Einnig voru
profadar mismunandi adstedur 4 vokvagreini, mismunandi stlur og fledivokvar. Tvar
tegundir af skynjurum voru notadir, flurljdmunarskynjari og UV gleypniskynjari.
Ekkert af pvi sem profad var skiladi tiletludum arangri og ekki tokst ad greina morfin
og 6-MAM i pvagi med pessum adferdum. Erfitt er ad segja ndkvaemlega hvad olli pvi
ad nidurstodurnar voru pessar en samkvamt fyrri rannsokn hafa afleidurnar verid
smidadar med godum arangri og meldar med mjosulurafdraetti (A. Alnajjar, 2008).
Liklegustu skyringarnar eru ad afleidumyndunin hafi ekki tekist eins og skildi eda ad
afleidurnar hafi myndast en ekki haft negjanlega sterka fljirljomun til ad koma fram &
HPLC-FLD. Onnur hugmynd er st ad afleidurnar hafi ekki komist i gegnum HPLC-

sulurnar.

bar sem framangreind vinna bar ekki tiletladan arangur, var préoud adferd par sem
utbunir voru propanesterar af morfini, koédini og 6-MAM til malinga med gasgreini
tengdum vid massagreini. Gilding adferdarinnar er pegar hafin og er adferdin linuleg
fyrir morfin, kodin og 6-MAM & melingabilinu 5-200 ng/ml. Mdgulegt er ad greina
adurnefnd efni 1 pvagi vid styrkinn 5 ng/ml en enn sem komid er eru
magngreiningamork adferdinnar 15 ng/ml. Meo frekari bestun 4 adferdinni er stefnt ad
pvi ad nd magngreiningarmdrkum nidur i 5 ng/ml. Adferdin var i upphafi préud med
pad i huga ad geta greint 6-MAM 1 pvagi med negilega gdbdu nemi en adferdin var po
adlogud ad morfini og kodini einnig. Ahugavert veri ad rannsaka hversu mikid veeri
hagt ad auka nemi adferdarinnar fyrir 6-MAM med pvi ad besta adferdina med
eingdngu 6-MAM 1 huga.
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Vidauki A

Efnasmidi 4 herdini ut fra adferd Klemenc (2002)
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Mynd - 1 Samanburdur & massaro6fi fyir myndefni 1 (herdin) og massaro6fi herdins i gagnasafni. Efra rofid tilheyrir
myndefni 1 en nedra r6fid herdini. Heildar jon straumur er gefinn upp sem fall af massa/hledslu hlutfalli (m/z)
jonanna.



Vidauki B

bProun afleidumyndunar

HPLC-DAD

mAU |

100 -

Mynd - 2 . UV rof af toppi r syni utbiinu med afleidumyndun 3 og urhlutudu med EDI.. Gleypni er meld i mAu og
teiknud upp a moti bylgjulengd (1) i nm.
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Mynd - 3 UV réf af azo-morfini (A. O. Alnajjar og El-Zaria, 2008). Gleypni er gefin upp sem fall af bylgjulengd (1)
inm.
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Mynd - 4 Massarof af azo-morfini (A. O. Alnajjar og El-Zaria, 2008). Heildar jon straumur er gefinn upp sem fall af
massa/hledslu hlutfalli (m/z) jéonanna.

B-2



NMR r6f
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Mynd - 5 H-NMR-r6f af azo-morfini (A. O. Alnajjar og El-Zaria, 2008).

1 ¥
1 tl [{Ll.‘v,‘:l

LYF_IRTH_S1 050310 10 2 C:\Bruker\TOPSPIN guest

[*1e6]

gegeegzha or 83 oy 9 cgeN3saNENeSE
gzgzgsags zz $3 28 3 §o3g383328338
BRE3Ysaye 72 52 3 gsagegdagdsds
NNNNNNNEREN 3 W << < aanacdaaN NN -

w

e

=3

e

. I
)' | i H I ' :
i o Y
Y ______,U}A/ »A\!-ﬂ"‘ o L .ﬂ’w""\_—a ~ —/JJ A N Al W ————
8 6 4 2 [ppm]

Mynd - 6 H-NMR-r6f af azo-morfini (A. O. Alnajjar og El-Zaria, 2008).



Vidauki C

Mvyndun propanestera af morfini og 6-MAM
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Mynd - 7 Greiningarferill fyrir 6-MAM og morfin propanestera 8 GC/MS.
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Mynd - 8 Massar6f fyrir 6-MAM-propanester.
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Mynd - 9 Massar6f fyrir Morfin-propanester.
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Morfin-ds

30.000 1
y =0.0347x + 0.1008
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Mynd - 10 Stadalkurfa fyrir 6-MAM med morfin-d3 sem innri stadal. Jonir fyrir inri stadal ymist 400 eda 271.

Tafla - 1 Utreiknadur styrkur stadalvidbotarsyna, innri stadall morfin-d3, jon 400.

Jon 400 Med IS An IS Med IS An IS

250 ng 250 ng 500 ng 500 ng

6-MAM 124 218 282 457

Tafla - 2 Utreiknadur styrkur stadalvidbotasyna, innri stadall morfin-d3, jon 327.

Joén 327 Med IS An IS Med IS An IS

250 ng 250 ng 500 ng 500 ng

111 247 480
6-MAM 215
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Kédin-d3

Tafla - 3 Styrkur stadalvidbotarsyna & innri stadals

Styrkur Kddein 6-MAM | Skekkja | Morfin | Skekkja
i A o, 0,
stadalvidbotar (ng/ml) | Skekkja (ng/ml) (%) (ng/ml) ( %)
(%)
250 379 51 268 7 7388 13
250 192 23 8196 4
500 729 46 590 18 7459 12
500 566 13 6487 24
Regression
B :
Independent X | PH
O
Sample size 5

Regression Equation

y =123849,0466 +-1813,7578 x
Parameter |  Coefficient |  Std. Error |
Intercept | 123849,0466 : 77092,4912

95% Cl | t P |

Analysis of Variance

Mean Square |
4237155,79

Sum of Squares |
4237155,79 ¢

Source

Mynd - 11. Utreikningar 4 p-gildi fyrir 6-MAM vid mismunandi syrustig urhlutunar.
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Vidauki D

Utreikningar a F-o1ldi fyrir linuleika profanir

Tafla - 4 . Utreikningar 4 F-gildi fyrir stadalkurfu morfins

Morfin
Sp v/ -0.0092 hallatala 0.0035
y-as
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 6linulegt
Kurfan er pvi lilnuleg

DOF: Frelsisgradur (e. degrees of freedom)
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Tafla - 5 Utreikningar 4 F-gidli fyrir stadalkirfu 6-MAM.

6MAM
Sp v/ -0.0181 hallatala 0.0095
y-as
conc response (a-b)2 y" (y-y")2 (y-y")
A 510.043173629 3.13284E-05 0.0294 | 0.000189713 | 0.013773629
B 5 10.048770806 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 6linulegt
Kurfan er pvi liLuleg

DOF: Frelsisgradur (e. degrees of freedom)
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Tafla - 6 Utreikningar 4 F-gildi fyrir stadalkirfu kodins.

Kodin
Sp -0.0303 hallatala 0.0104
v/ y-
as
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 6linulegt
Kurfan er pvi lin!lleg

DOF: Frelsisgradur (e. degrees of freedom)
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Vidauki E

Vinnulvsing fyrir millikeyrsludreifingu

Staolar:

6-MAM = 100 pg/mL
Kodein-d; = 100 pg/mL
Koédein = 1 mg/mL
Morfin = 1 mg/mL

Utbiia vinnulausnir
Vinnulausn 1. 1pg/mL (Mofin, kédin, 6-MAM)

50 pL af 6-MAM stadallausn og 5 pL af morfin og kodin stadli pippetadir i 5 mL

melikolbu og fyllt ad marki med afjonudu vatni.

Innri stadall: Koédein-d; = 1 pg/mL

50 pL af stadli pipettadir i 5 mL malikolbu og fyllt ad marki med afjonudu vatni.

Stadlar (LOQ)
Stadall  Styrkur (ng/mL) Vinnulausn (pL) Vatn (nL)
1| 5 1 5 T 995
2 10 10 990
3 20 20 980
4 50 50 950
5 100 100 900
6 200 200 800

Utbtnir einfaldir stadalar.
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AN R O

Syni.

Pipetta réttu magni af vinnulausn i 61l glosin og baeta svo vid afjonudu vatni ad 1
mL.

100 pL af innri stadli pipettad i 611 glosin og 1 mL af karbonat buffer (pH = 9).
Lausnirnar trhlutadar med 3 mL af toluen/butanol (9/1).
Vellt i 10 minutur og skilid i skilvindu i 10 minutur.

Inngufad ad fullu vid 50°C

100 pL af pyridini og 100 pL af proépion anhydridi beett Ut i leyfina og lausnin
vortexud 1 15 sekundur og sett i hitablokk vid 60°C i 30 minttur.
Afgangs afleiduetni inngufad i burtu og leyfin leyst upp 1 200 pL af isopropandli

og sett 1 innri keyrsluglos.

1. 1 mL af pvagsyni pipeppad i 611 glos
2. Stadlvidbot batt Gti synin

(98]

100 pL af innri stadli pipettad 1 61l glosin og 1 mL af fosfat buffer
(pH =9).

Lausnirnar trhlutadar med 3 mL af toluen/butanol (9/1).

Vellt i 10 minutur og skilid i skilvindu i 10 minutur.

Inngufad ad fullu vid 50°C

N »k

100 pL af pyridini og 100 pL af propioniK anhydridi baett Ut i leyfina og
lausnin vortexud i 15 sekundur og sett i hitablokk vid 60°C i 30 minttur.
8. Afgangs afleiduefni inngufad i burtu og leyfin leyst upp i 200 pL af

isopropanoli og sett 1 innri keyrsluglos.
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Styrkur (ng/mL) Stadalviobot;

Vinnulausn (pL)

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
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