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UNE M1 THODE D'ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE DE L'URINE POUR
LE DIAGNOSTIC DE CONSOMMATION D'HEROYNE

A. VIALA HT M, ESTADIRU
Laboratoire de Toxicologie, FaculM de Pharntacie, 27 Boulevard Jean Aloulin, Aiarseille-s (France)
(Requ le 24 avril 1972)

SUMMARY

A chromatographic method of urine analysis for the diagnosis of heroin consumption
A method was developed for urine analysis of heroin addicts involving direct

extraction of non-conjugated morphine and O°-monoacetylmorphine, and extraction
of total morphine after acidic or enzymatic (Helix ponnatia extract : fl-glucuronidase

sulphatase) hydrolysis . Extractions are carried out at pH 9 with chloroform-
isoamyl alcohol (9 .5 :0.5) . The extracted compounds are then separated by thin-layer
bidimensional chromatography on activated Silica Gel G, using methanol--chloroform-
ammonia (85 :15 :0.7) for development in the first direction and hydrated diethyl
ether-acetone-diethylamine (85 :8 :7) for the second direction . The plate, after being
dried in warm air, is examined under UV light at 350 nm (morphine results in a blue
fluorescent spot) and sprayed first with diluted iodoplatinate reagent, then with 50
sulphuric acid, Morphine could be detected in the range of 0.2 ug/zo nil of urine by
UV examination and 2 ,ug/2'o ml by treatment with the iodoplatinate reagent. The
technique is selective for morphine in cases of heroin or morphine addiction, over-
dosage or intoxication ; other opium alkaloids and derivatives, cocaine, quinine,
nicotine and its major metabolite cotinine, and many psychotropic drugs do not
interfere .

INTRODUCTION

Jusqu'a une date encore assez recente le probleme de la "drogue" en France se
posait essentiellement en terme de trafic entre les regions productrices du Moyen-
Orient ou • d'Extreme-Orient et les Etats-Unis . Mais actuellement le nombre des
drogues frangais ne fait qu'augmenter, particuli6rement a Marseille et dans le Sud-Est
de notre pays, oil it est fait surtout usage d'heroIne . La legislation frangaise prevoit
des cures de desintoxication dans des etablissements de soins pour les toxicomanes
qui se presenteraient spontanement ou sous l'injonction de l'autorite judiciaire,
Cliez ces individus, la preuve de consommation d'herolne pourra' titre fournie par
1'examen medical. Dans de nombreux cas, cependant, elle devra etre confirmee par
l'analyse de 1'urine. Par ces moyens on pourra egalement depister les "rechutes"
auxquelles peuvent succomber les heroYnomanes alors meme qu'ils subissent ou
viennent de subir un,traitement de sevrage .
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Des etudes realisees sur la cinetique et le metabolisme des stupefiants'- 7 it
resulte que l'heroine, introduite dans 1'organisme humain, subit une desacetylation
rapide en O°-monoacetylmorphine, cette derniere se transformant ensuite un peu plus
lentement en morphine. L'heroYne disparait tres rapidement du sang aprcs injection
intraveineuse et, par la suite, les taux sanguins d'O°-monoacetylmorphine, voire
de morphine, semblent relativement bas . La morphine fait a son tour l'objet de bio-
transformations qui conduisent essentiellement au conjugue glucuronique en position
3 ; les mecanismes de transformation en codeine par O-methylation et en normorphine
par N-demethylation, ainsi que ceux de sulfo-conjugaison et de glucurono-conju-
gaison sur l'hydroxyle en position 6, sont tres accessoires, pour ne pas dire negli-
geables . L'elimination se fait surtout par 1'urine et dans une moindre mesure avec
les matieres fecales . Chez l'homme le principal metabolite urinaire de l'herolne est le
glucurono-3-conjugue de la morphine ; it est accompagne de morphine libre et d'O°=
monoacetylmorphine. Il est difficile d'indiquer les pourcentages de metabolites
elimines par rapport aux doses d'heroine consommees . Meme pour les auteurs qui ont
travaille sur la morphine elle-meme, les avis divergent : 1'excretion urinaire porterait
sur 25 a. 70 % de la dose injectee par voie sous-cutanee ou intraveineuse, un a deux
cinquicmes etant represent6s par la morphine libre, le reste se trouvant sous la forme
de morphine conjuguee ; les deux-tiers de la quantite totale de morphine excretee par
voie renale passeraient dans 1'urine des 8 h qui suivent l'injection et 1'elimination
serait presque terminee en 24 h ; ('excretion fecale ne representerait que t a g % de
la dose de morphine administree quotidiennement .

Compte tenu de la faiblesse des concentrations sanguine et fecale d'une part, et
pour des raisons de commodite de prelevement d'autre part, c'est l'urine qui offre
les meilleures possibilites pour l'identification des metabolites de l'heroIne, que le
stupefiant ait etc utilise en prises nasales, injecte par voie intraveineuse ou introduit
dans l'organisme par une autre voie. C'est d'ailleurs ce liquide qu'ont retenu la plupart
des auteurs qui se sont preoccupes de la question . Certaines des methodes decrites
s'appliquent cependant au plasma sanguin et au liquide cephalo-rachidien . En ce qui
concerne l'urine, la recherche porte habituellement sur la morphine, provenant de
1'alcaloide lui-meme ou consideree comme un metabolite de l'heroIne, accessoirement
de la codeine . Il serait fastidieux de passer en revue tous les travaux relatifs a la
determination qualitative et quantitative de la morphine dins les milieux biologiques .
Une etude exhaustive du sujet a ete faite par TAYLOR8 daps un excellent article,
accompagne d'une bibliographic arrivant jusqu'aux annees 1969-1970 . Nous ne
ferons done que presenter un schema general de la recherche en ne mentionnant que
quelques references prises surtout parmi les plus recentes .

L'urine peut titre traitee directement°' 9-20 , mais trcs souvent elle est soumise a
une hydrolyse prealable; suit par un acide, l'acide chlorhydrique en general, parfois
l'acide sulfurique, a la temperature de .l'ebullition 19'29-E9 ou a l'autoclave's , s°..a2 soit
a l'aide d'une preparation enzymatique comme la /4-glucuronidase'4' 2a de fa9on
a liberer .la morphine de ses conjugues ; les autres liquides biologiques ou les tissus
ne font pas 1'objet habituellement de traitement hydrolytique 2a,26,2l-28 , Le milieu
est amene a un-pH compris entre 8Let to et 1'alcaloYde en est extrait par un solvant
appropric, qui parfois est 1'ether on l'acetate d'ethyle, mais plus frequemment le
chlorofornie, ou le dichlorethane, additionnes oil non d'un alcool aliphatique (ethanol,
isopropanol, butanol, alcool isoamylique) ou d'acetone . Une purification peat titre
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effectuee par retour en phase acide suivi d'une rCextraction par solvant non miscible .
Certains auteurs preferent recourir a la separation sur colonne' 7, 20, 29 ou par echange
d'ions3, 14, 113,19,21-23,39 prealablement a l'elution et a 1'isolement par des moyens
adequats. L'identification de la morphine repose sur la realisation de reactions de
coloration ou de cristallisation 12, 2o,28 . 32 ou sur la mise en oeuvre de procedes physico-
chimiques tels que 1'electrophorese30 , la chromatographie sur papier, la chromato-
graphie sur couche mince mono-dimensionnelle 3, °_14 . 17-19,21 -24,27,29, 31-34,39 ou parfois
bidimensionnelle 40 , la chromatographie en phase gazeuse3, w, 10, 20.20, 29, 31, 34, 34,39 la
spectrometrie daps l'ultra-violet 3O, la spectrofluorimetrie 21, 22,31,3 0 , 37, Pour le dosage
on peut appliquer, entre autres, des techniques colorimetriques 20 , polarographiques4 ,
spectrofluorimetriques30,37 ou chromatographiques en phase gaz euse3,1a,10,25,20,29,38
L'emploi de morphine marquee au 14C (ref. 24) ou de techniques immunochimiques 41-43
est egalement envisage .

Notre laboratoire, qui s'intCresse de tris pros au probleme de la "drogue",
a deja Gte amene a mettre au point des procedes de recherche qualitative, voire
quantitative, de la morphine et ses derives acetyles (diamorphine, 0 3- et 0°-mono-
acetylmorphine), de la codeine, de l'acetylcodcine, et de plusieurs autres alcaloides
opiaces, daps les poudres-diluees ou non -livrees par le commerce clandestin ou
trouvees sur les toxicomanes44 -49 . Compte tenu de l'acquit apportC par ces travaux
et des donnees recueillies dans la bibliographie, it nous a paru opportun d'entreprendre
des essais en vue de proposer une methode suffisamment sensible et selective pour
assurer l'identification des metabolites de l'heroine daps l'urine des drogues en evitant
les interferences dues a la fumee de tabac et/ou a l'absorption de divers produits
medicamenteux .

PROTOCOLE ANALYTIQUE

Principe
La methode repose sur 1'extraction directe de la morphine non conjuguee et de

l'O°-monoacetylmorphine a partir de l'urine et sur 1'extraction de la morphine totale
aprcls traitement hydrolytique . Les composes extraits sont ensuite separes et identifies
par chromatographie bidimensionnelle sur couche mince de gel de silice .

Reactifs
Tousles reactifs repondent a la qualification "pour analyse"
Chloroforme ; alcool methylique ; alcool isoamylique ; acetone ; ether ethylique ;

ammoniaque concentree, d = 0 .92 (23 %) ;, diethylamine pure ; acide sulfurique au
demi (p/v) ; acide chlorhydrique concentrc ; acide chlorhydrique o .1 N.

Tampon a pH g : "Titrisol" (Merck) a base d'acide borique, de chlorure de
potassium et de solution d'hydroxyde de sodium .

Tampon de Mc Ilvaine a pH 5.4 : a 44.25 ml de solution d'acide citrique 0.1 M
ajouter 55 .75 ml de solution de phosphate disodique 0.2 M.

Ferricyanure.de potassium 0 .4 MM (ref. 37) en tampon pH 9 .
Rcactif iodoplatinique dilue : a 3 ml de solution de chlorure de platine a 1o %,

ajouter 97 ml d'eau distillee et loo ml de solution d'iodure de potassium a 6 % (con-
server en flacon colore) ; diluer au tiers au moment de 1'emploi Bans l'acide chlorhy-
drique N44, 4s,
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Sue d'Helix poratia titre a x00.000 U Fishmann de j5-glucuronidase et 8oo .ooo
U Roy de sulfatase par millilitre .

Silica Gel G (Merck) ."
Solutions etalons a 5 mg/ml : morphine base dans le melange methanol-chloro-

forme a part;as egales ; codeine et acetylcodcine (bases) dans le chloroforme ; chlor-
hydrate d'Oa-monoacetylmorphine et chlorhydrate de diacetylmorphine dans
1'ethanol ; chlorhydrate de nalorphine daps 1thanol` (un temoin global, avec ou
sans nalorphine, peut titre prepare en melangeant des volumes egaux de chaque
solution etalon) .

Extraction directe
Dans un tube a . centrifuger bouchant emeri, introduire xo ml d'urine, amener

au voisinage de pH 5 par addition de quelques gouttes d'acide chlorhydrique o .x N,
ajouter xo ml de chloroforme et agiter mecaniquement pendant 15 min . Centrifuger
et rejeter le chloroforme . Ajouter a la phase aqueuse 8 ml du melange chloroforme-
alcool isoamylique (9.5 :0.5), quelques gouttes d'ammoniaque pour amener aux
environs de pH 9 et 3 ml de tampon a pH g. Boucher et agiter mecaniquement pendant
15 min . Centrifuger pendant 3 min a 4500 tours par minute et prelever la phase
organique inferieure au moyen d'une seringue munie d'une longue aiguille . Renouveler
1'extraction sur la phase aqueuse avec S ml de solvant . Rcunir les extractifs organiques
et les concentrer sous pression reduite et a. temperature inferieure a 50° au volume de
50 a. x50 ,ul .

Extraction apres hydrolyse acide
Chauffer au bain-marie bouillant pendant 2 h xo ml d'urine additionnes de x ml

d'acide chlorhydrique concentre . Apres refroidissement, amener vers pH 5 au moyen
d'ammoniaque, agiter longuement avec xo ml de chloroforme et rejeter la phase
chloroformique. Ajouter a la solution aqueuse 8 ml du solvant d'extraction chloro-
forme-alcool isoamylique (9 .5 :0 .5), alcaliniser aux environs de pH 9 par addition
d'ammoniaque, ajouter 3 ml de tampon a pH g, puis extraire et evaporer comme
precedemment .

Extraction aprls hydrolyse enzymatique
A xo nil d'urine ajouter quelques gouttes d'acide chlorhydrique o .x N pour

obtenir un pH voisin de 5, puffs 3 ml dee tampon de Me Ilvaine a pH 5.4 et o.x ml de
sue d'Helix pomatia . Maintenir le melange a la temperature . de 37° pendant x2 h"* .
Apres refroidissement, .laver le liquide par agitation prolongee avec ro ml de chloro-
forme, rejeter la phase organique, ajouter a la phase aqueuse 8 ml du melange chloro-
forme-alcool isoamylique (9.5 :o.5), amener le pH au voisinage de 9 avec de l'am-
moniaque, stabiliser a pH g par addition de 3 nil de tampon et proceder aux extrac-
tions et a l'evaporation comme precedemment .

Chromatographic bidimensionnelle sur couche mince
Le residu d'Cvaporation terminal (So a 150 ul) est depose en totalite dans

Tangle inferieur gauche (a x .5 chi de' chacun des deux bords) d'une plaque de verre de

',Le t6moin de nalorphine pout titre utile car' cetto substance eat souvent utilisdc comma
antagoniste des morphiniques, notamment dans les cas .d'intoieication ou de surdosage s'accom-
pagnant de depression rospiratoire,

Si Ion eat press6 par le temps, la durbe de l'incubation pent ttre reduite h 5 ou 6 li .
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2o x 2o em enduite d'une couche de Gel de Silice G (selon Merck) de 0.25 mm d'epais-
seur, prcalablement activee . 10 pl du melange temoin sont deposes aux angles in-
ferieur droit et superieur gauche de la plaque . Les developpements ant lieu en cuves
sursaturees par les vapeurs des solvants . La migration dans la premiere direction est
effectuee sur 15 cm au mains, a l'aide du solvant methanol-chloroforme ~ammoniaque'J

23 % (85 :15 :0.7) ;,,, aprcs 1o min de sechage sous courant d'air froid, la migration
dans la direction perpendiculaire est conduite, egalement sur 15 cm, avec le solvant
ether ethylique sature d'eau-acetone-di€thylamine (85 :8 :7) . La plaque est alors
sechee sous courant d'air chaud pendant I h environ et davantage si possible, puis
examineeenlumiere .ultra-violette a 35o nm : dans+ces conditions la morphine, l'O6-
monoacetylmorphine, la diamorphine, de meme que la nalorphine, fournissent des
taches de fluorescence bleutee, alors que la codeine et l'aci:tylcodeine ne sont pas
apparentes. Si nCcessaire la fluorescence de la tache de morphine dans l'ultraviolet
(35o nm) peut titre intensifiee par exposition aux vapeurs d'ammoniaque suivie d'un
sechage prolonge ; la pulverisation de ferricyanure de potassium 0.4 mM, qui fait
virer transitoirement les fluorescences au jaune-vert (la plaque etant examinee
encore hum.ide), ameliore aussi le reperage' . La plaque, dessechee, est ensuitepul-
verisee au reactif iodoplatinique dilue qui donne avec tous les composes precites des
taches de coloration variable (Tableau I), dont l'intensite peut titre augmentee par
pulverisation d'acide sulfurique au demi .

DISCUSSION DES PARAM$TRES OPERATOIRES

Extraction
Des essais d'extraction ant ete effectues sur la morphine, principal metabolite

urinaire de .l'heroIne, isolable directement ou apres hydrolyse des conjugues . Nous
avons opere sur des solutions aqueuses de chlorhydrate de morphine, exactement
titrees a 3o et 6o ug de morphine base par millilitre . Des volumes mesures de chaque
liquide ant ete tamponnes a des pH compris entre 8 et 11, pills agites avec des volumes
egaux des solvants suivants : acetate d'ethyle-isopropanol (9 :1) ; chloroforme-ethanol
(9 :1) ; chloroforme-isopropanol (3 :1) ; chloroforme-isopropanol (g :1) ; chloroforme-
n-butanol (g :1) ; chloroforme-alcool isoamylique (9 :1) ; chloroforme-alcool isoamy-
lique (9.5 : o .5) .

Les phases organiques ant ete separees par centrifugation et la morphine y a
ete dosee par spectrophotometrie dans 1'ultra-violet (commode a employer pour des
essais de ce type malgre sa faible sensibilite), par comparaison avec une gamme etalon
preparee en . dissolvant des quantites determinces de morphine base dans le solvant
etudiC ; Les mesures de densite optique ant ete faites x .287 nm contre un blanc prepare
en •• agitant le solvant essaye avec la solution aqueuse tamponnee ne renfermant pas
de morphine. Les rendements les plus eleves ant ete obtenus avec les melanges de
chloroforme et d'alcool isoamylique (go % avec le melange g :1 ; 86 % avec'le melange
9,5 :o.5),Bien que le pourcentage de recuperation moyen soit legerement plus fort
'avec la premiere de ces formules, c'est le second melange (chloroforme-alcool isoamy-
lique , (g.5 :0.5)) que nous avons finalement retenu, parce qu'il s'evapore plus . rapi-
dement et fournit un residu plus facile a deposer sur .les couches chromatographiques.

* Apras dessication las fluoresconces redeviennent bleues .
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La saturation prealable des phases aqueuses par le sulfate d'ammonium ou par
le cidorure de sodium, prcconisee par certains auteurs, n'ameliore pas sensiblernent
le rendement. Quant it la deshydratation des liquides organiques (par le sulfate de
sodium anhydre par exemple) et aux operations de reprise en phase acide suivie
d'une reextraction a pH alcalin, el]es ne sent pas ndcessaires si 1'analyse ult(rieure
est mcnee telle que nous l'avons decrite, dans un but uniquement qualitatif . En
revanche, les lavages preliminaires au chloroforme en milieu acide permettent de
realiser une purification qui West pas n6gligeable .

Operations a''hydrolyse
Les metabolites de 1'herorne existant dins l'urine sous forme libre peuvent

etre isoles par extraction directe, mais habituellement la sensibilitc de la detection est
amelioree si l'on procede h l'hydrolyse prealable des conjugu€s . Le choix de la techni-
que d'hydrolyse est guide par des impcratifs de commodite, de rapidite, de "propretC'
des extractifs terminaux et de prix de revient . L'autoclavage en milieu acide est
rapide, mais peut presenter des difficultds de realisation . Quant ii la f-glucuronidase
pure, son emploi s'ave!re assez couteux . C'est pourquoi nous avons etudid plus spccia-
lement l'hydrolyse chlorhydrique an bain-marie bouillant et l'hydrolyse par le sue
d'Heiix poi iatia, preparation enzymatique dont le prix de revient est relativement'
bas . Des essais comparatifs, effectucs sur de memes cchantillons d'urines d'herorno-
manes par estimation de la surface et de l'intensite de fluorescence ou de coloration de
la tache de morphine obtenue apres extraction et cllromatographie sur couche mince,
indiquent une efficacite pratiquement similaire pour les deux procedds ; toutefois le
"ballast" des impuretts urinaires, qui pent goner l'interpretation des chromatogram-
mes, est nettement plus important dans le cas du traitement chlorhydrique que dans
celui de l'hydrolyse enzymatique . En outre, en faisant subir A des solutions aqueuses
titrees de chlorhydrate de morphine les operations d'hydrolyse et d'extraction et en
determinant la morphine dans la phase organique finale par spectrophotometrie
ultra-violette, nous avons constate que le pourcentage de recuperation est superieur
dans le cas de l'hydrolyse enzymatique . Pour toutes ces raisons nous avons donne la
preference au sue d'Hclix pomnatia, nous reservant la possibilite de faire appel 3
l'hydrolyse chlorhydrique lorsque nous etions presses par le temps .

Chromatographic sur couche mince
Des essais oft ete tout d'abord conduits en technique mono-dimensionnelle

sur gel de silice active avec le solvant ether ethylique sature d'eau-acetone-di-
ethylamine (85 :8 :7) en vue d'adapter A 1'examen de l'urine les conditions chromato-
graphiques anterieurement mises au point pour l'analyse des poudres a base d'herorne
ou de morphine46 aa,48,40 . Mais l'interpretation des chromatogrammes ainsi obtenus
etait rendue delicate par 1'existence d'un "ballast" urinaire important et par la
presence frequente de bases organiques, medicamenteuses ou autres, risquant de
'provoquer des confusions .

Pour pallier ces inconvenients, le recours h la technique bidimensionnelle
s'imposait. Comme cela a deji ete precise 5 . propos de l'analyse des preparations
illicites pulverulentes renfermant des alcalordes opiaces et/ou leurs derives acety-
1gs66-40,49, it convient d'utiliser obligatoirement pour la migration dans la premiere
direction le melange methanol-chloroforme-ammoniaque (85 : 15 :0.7), qui separe
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les composes envisages en trois groupes (Fig . 3 et 4) correspondant respectivernent,
par ordre de Rp croissant : l'un a la morphine et a la codeine, le second a l'hcrotne, a
I'011-monoacetylmorphine et a 1'acetylcodeine, le dernier a la nalorphine . Le solvant
ether ethylique sature d'eau-acetone-diethylamine (85 :8 :7), utilise pour la migration
dans la deuxieme direction, permet d'individualiser tousles composants (Pig . 3 et 4) .

La nature du support de la couche chrornatographique influe egalement sur la
,-. qualite des chromatogrammes. Bien que plus . fragileseque I les couches toutes pretes

sur feuilles plastiques, les couches sur verre sont a recommander plus particulierement,
car elles presentent 1'avantage de rendre les detections plus sensibles .

Sensibilitd de la technique
La sensibilite de la technique a etc determinee sur des echantillons de io ml

d'urine humaine, provenant de sujets non fumeurs n'ayant absorbe aucun medica-
ment au cours de la semaine precedente, additionnes de quantites connues de chlorhy-
drate de morphine comprises entre o .i pg et ro ug (exprimees en base) . Chaque
echantillon a etc : soumis aux operations d'extraction, d'hydrolyse enzymatique et
de chromatographic bidimensionnelle sur couche mince ; telles que' nous les aeons
decrites au chapitre PROTOCOLE ANALYTIQUE . La meilleure sensibilite a etc obtenue
par examen des plaques en lumiere ultra-violette dans les conditions deja precisees :
it est alors possible de deceler jusqu''a o.2 ug de morphine (base) dans ro ml'd'urine.
Avec le reactif iodoplatinique (sensibilise par .l'acide sulfurique au demi) la limite de
la detection avoisine i pg de morphine pour to ml d'urine .

Selectivite de la technique
Pour identifier de fagon certaine la morphine, voire l'Oa-monoacetylmorphine,

it etait essentiel d'etudier les interferences possibles de la part de medicaments (et

rig . , I . Chromatographic bidimansionnelled'une urine de"drogue" soumise 31'extraction directe ;
la photographic sons ultra-violet permet de . distinguer nettement les taches de morphine et d'0 6-
monoacdtylmorphine . Tdmoins : Morph = .morphine, 0° MAM = Os-monoacetylmorphine,
DAM = diacetylmorphine, Nalorpir = nalorphine .
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de leurs metabolites) on d'autres substances pouvant exister dans l'urine examinee .
En effet, it est rare que les toxicomanes n'utilisent qu'une seule drogue ; ils consom-
ment volontiers,' outre l'h¢roine, des medicaments (barbituriques, hypnotiques non

A . VIALA, M. ESTADIEU

Pig.' 2. Chromatographic bidimensionnelle de la mdme urine soumuse h 1'extractlon apres hydrolyse
(photographic !sous ultra-violet) :, La tache'd'O"-manoacdtylmorphine a disparu, la tache do
morphine est notablement plus importante ; des taches traduisant la presence d'autres bases
organiques sont apparontes . Tdmoins : .Morph morphine ; 04 MAM = Os-monoacdtylmorphine ;
DAM diacdtylmorphine ; Nalorph= nalorphine .

Fig, 3 . Chromatographic bidimensionelle de, la m8me urine sounuse h 1 extraction apres hydrolyse
(photographic; apres rdvdlation' iodoplatinique) . Tdmoins M =morphine" 06 , = monoacdtyl-
morphine ; H = diacdtylmorphine ; AC = ac6tylcoddine ; N = nalorphine. SA 2 est une indication
concernant le nialade dont l'urine a donnd lieu aux analyses . Pour 1'explication des taches voir la
Idgende de Fig. 2 .
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barbituriques type methaqualone ou mecloqualone, tranquillisants, etc .) ou d'autres
stupefiants (cocaine) . Certaines bases, comme la quinine, "peuvent titre apportces
par des echantillons illicites d'heroine oh elle est ajoutee comme adulterant, La
nicotine et ses metabolites (cotinine essentiellement) sont presents daps les urines de
fumeurs de tabac` . De plus, des hypnotiques, des neuroleptiques (phenothiaziniques
ou autres), des anxiolytiques, employes au cours des "cures de desintoxication",
peuvent titre retrouves, ainsi que leurs produits de biotransformation, dans les urines
des toxicomanes ainsi traites . On doit aussi tenir compte d'un possible traitement de
"substitution" par la methadone .

Les barbituriques, d'une fapon generale, ne sont isolables dans les solvants
organiques qu'en milieu acide ; ils sont d'ailleurs en grande partie elimines par le
lavage chloroformique A pH acide . II en est de meme, quoique daps une moindre
mesure, pour des composes phenothiaziniques . Ces derniers, administrcs parfois 'a
doses relativement elevees lors des traitement de sevrage, pourraient goner l'inter-

TABLEAU I
CARACT$RISTIQVES CHROMATOGRAPHIQUES DE QUELQUES SUBSTANCES SUSCEPTIBLES D'*TRE
TROUVI ES DANS L'URINE DES DROGUI+S

a Associd A .la mdthaqualone Bans le,"Mandrax" (N .D,) .
b Associd IIL la mecloqualone dans la "Dormalone" (N,D .),
e Metabolite du chlorazdpate dipotassique ("TranxBne" N.D.) .

Toutefois, cps cornposds peuvent titre partiellement ou totalement entralnds par volatilisa-
tion au cours des operations d'dvaporation .
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No. Substance Fluorescence UV Rtactif
iodoplatinigue

254 "In 3$onm

I

2

Morphine

Codeine

jaunfttre
faible

bleue grin-bicu

rose-violacd
3 06-Monoacdtylmorphine jaunsitre bleue gris-violacd

4 Diacetylmorphine
faible
jaunAtre bleue gris-bleu

5 Acdtylcoddine
faible

gris-bleu
6 Nalorphine jaunatre bleuc gris-bleu

7 Cocaine
faible

violace
8 Quinine bleue bleue brun-violacd
9 Nicotine gris-bleu
so
II
12

Cotinine
Mdthaqualone
Diphdnhydraminea

ocre-rose
ocre-rose
violet

13 Mecloqualone ocre-rose
14 Hydrochlorbenzd-

15
thylamineb

N-Ddmdthyldiazdpamc jaun5tre jaunhtre
violet
gris-violacd

I6 Oxazdpama
faible
jaunttre

faible
jaunftre acre-pile

17 Methadone
faible

rouge-violacd
18 Amphetamine grisftre
19 Mdthylamphetamine grisdtre
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pretation des chromatogrammes par les fluorescences qu'ils presentent dans l'ultra-
violet et les reactions positives qu'ils fournissent avec le reactif iodoplatinique, mais
leurs RF ainsi que ceux de leurs metabolites, sont pour la plupart superieurs a celui
de la morphine dans les solvants de migration retenus . Pour un certain nombre
d'autres substances nous indiquons ci-apres (Fig . 4 et Tableau I) les caracteristiques
chromatographiques par rapport a celles de la morphine et des composes apparentes .
Ces donnees montrent que la morphine, en particulier, se distingue tres facilement
des autres substances experimentees en chromatographie bidimensionnelle, et par
la position de la tache qu'elle fournit, et par sa reactivite vis a vis des moyens de
revelation .

Fig . . 4 . Schema de separation par chromatographic bidimensionnelle sur couche mince de gel de
silica de la morphine, do la codeine et do certains do lours derives, et de quelques autres composes
susceptible% d'ctre trouves dans l'urine des "drogues" . Solvant I : methanol-chloroforms-ammo-
niaque (85 :15 :0 .7) ; solvant II : ether saturd d'eau-acetone-diethylamine (85 :8 :7) . La nature des
substances correspondant our chiffres cat indiquee dans le Tableau I .

RtSULTATS

Nous avons analyse selon le protocole 'pr6c6demment expose pros de 300
echantillons d'urine preleves chez 16o individus souPeonnes d'avoir consomme de
1'heroine. Il s'agissait de sujets de la region marseillaise, otY les poudres recuperees
sur les toxicomanes sont generalement des dilutions de chlorhydrate de diamorphine
dans du lactose, contenant Cgalement une petite quantitC d'acetylcodeine et souvent

J. Chrornaiogv . ; 72 (1972) 127-138'
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des traces d'O°-monoacetylmorphine comme impuretes 44 -av,4 °. Les resultats furent
positifs dans le tiers des cas environ, mais it n'a pas ete possible de connaitre le delai
separant le prelcvement de la prise de stupcfiant .

Dans les echantillons soumis a l'extraction directe, sans traitement hydrolyti-
que, nous avons mis en evidence la morphine et parfois 1'O°-monoacetylmorphine
(Fig . T.) mais, contrairement aux observations d'ADVENirR el al.GO, nous n'avons
jamais caracterise de diamorphine inchangee, meme chez les individus intoxiques a
la suite de surdosage ; nous n'avons jamais detecte non plus d'acetylcodeine ni de
codeine. Dans les echantillons hydrolys s prealablement a 1'extraction, seule la
morphine a ete decelee (Fig . 2 et 3) . Ce resultat est normal car, comme nous avons pu
l'observer en operant sur des solutions aqueuses de produits puns, aussi bien l'hydro-
lyse acide que l'hydrolyse enzymatique provoquent la desacetylation totale des
composts acetyles de la morphine (diacetylmorphine, O(I-monoacetylmorphine) et de
la codeine (acetylcodeine) .

Nous avons eu egalement l'occasion d'appliquer la technique proposee a
quelques echantillons de sang. Les essais furent negatifs, meme chez les sujets qui
repondaient positivement a la recherche de la morphine dans l'urine . Un manque
de sensibilite de la methode est pent titre a incriminer, compte tenu du volume ncces-
sairement reduit du prelcvement sanguin susceptible d'etre traite, ou bien ce resultat
est-il di.'t a la metabolisation intense que subit l'lleroine dans l'organisme humain et
a la rapidite de la decroissance des taux sanguins du produit lui-meme et/ou de ses
metabolites, le prelevement ayant pu alors titre fait trop tardivement .

Par contre it West pas interdit de penser que le procede que nous avons indique
puisse titre etendu a la recherche dans durine d'autres composes, stupefiants ou non,
voire de leurs metabolites, tels que ceux auxquels nous nous sommes interesses au
cours des essais de sclectivite .

RI'%SUMI

La methode proposCe a ete mise au point dans le but d'analyser Iurine des
heroYnomanes . Elle comprend l'extraction directe de la morphine non conjuguee et
de l'O°-monoacetylmorphine, et l'extraction de la morphine totale apres hydrolyse
acide ou enzymatique (suc d'Helix ponzatia : (3-glucuronidase + sulfatase). Les extrac-
tions sont effectuees a pH 9 a l'aide du solvant chloroforme-alcool isoamylique
(9.5 :0.5) . Les composts extraits sont ensuite separcs par chromatographie bidimen-
sionnelle sur Gel de Silice G active en utilisant comme solvants le melange m€thanol-
chloroforme-ammoniaque (85 :3:5 :0 .7) pour la premiere direction et le melange ether
ethylique sature d'eau-acetone-diethylamine (85 :8 :7) pour la seconde. La plaque,
longuement sechee sons courant d'air chaud, est examinee dans l'ultraviolet a 350 nm
(la morphine donne ainsi une tache de fluorescence bleue) et pulverisee d'abord avec
du reactif iodoplatinique dilue, puis avec de l'acide sulfurique a 50 % . La limite de la
detection pour la morphine est de l'ordre de o.2 ug/xo ml d'urine par examen en
lumiere ultra-violette et de z ug/xo ml par revelation iodoplatinique . La technique
est selective de la morphine dans les cas de toxicomanies a l'heroYne ou a la morphine,
de surdosages ou d'intoxications ; d'autres alcaloides de l'opium et leurs derives,
la cocaYne, la quinine, la nicotine et son metabolite principal la cotinine, et divers
medicaments psychotropes n'interferent pas .

x37
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