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Résumé

Un procédé de screening des stupéfiants, amphéta-
mines et barbituriques est décrit permettant leur iden-
titication dans les urines des toxicomanes. Aprés ex-
traction par le chioroforme & pH déterminé, les extraits
sont concentrés et analysés par chromatographie sur
couche mince. Les cas «positits» révélés sont confir-
més une deuxiéme fois par chromatographie en phase
gazeuse. Les méthodes employées permettent de dé-
tecter les drogues a la concentration de 1 8 5 ug/mi
d'urine.

Introduction

Il était établi que les drogués soumis & la
maintenance a la méthadone font encore
usage des produits tels que les amphéta-
mines, les barbituriques ou d’autres substan-
ces pharmaceutiques susceptibles d'emploi
abusif [1]. Le contréle des urines des toxi-
comanes stabilisés a la méthadone se révéle
nécessaire pour constater les tricheries et
apporte un élément supplémentaire quant a
I'appréciation et I'évaluation des résuliats
obtenus en cours de route par ce mode de
traitement.

Les méthodes d'analyses des «drogues» dans
les urines doivent allier la simplicité et la ra-
pidité & la rigueur. La présente communica-
tion décrit la procédure appliquée dans notre
laboratoire pour lidentification des stupé-
fiants, amphétamines et barbituriques dans
les urines, basée sur la chromatographie sur
couche mince (CCM) et confirmation des cas
«positifs» par chromatographie en phase ga-
zeuse (CPG).

Matériels

a) Chromatographie sur couche mince

L'équipement CCM est celui fourni par la
maison CAMAG (Muttenz, Suisse). Les pla-
gues sont de dimension standard 20X 20 cm,
' Basé sur une présentation lors de la Journée d’expo-
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d’épaisseur 250 u. L’adsorbant Silica gel
DF-5 provient de la méme firme. Pour la pré-
paration de 5 plaques, on mélange 25 g de
silica gel 4 55 ml d’eau.

Les solvants sont de qualité Merck pro ana-
lysi.

Les substances de référence sont a la con-
centration de 1xg/ul.

b) Chromatographie en phase gazeuse
L'appareil est un modéle 2201 de la firme
Carlo Erba (Milan). On utilise un détecteur
a ionisation de flamme (0,9 kg H: et 1,3 kg
d’air). Les colonnes sont en verre, silanisées
au diméthyldichlorosilane (10%) dans du
toluéne. Les trois colonnes servant au scree-
ning ont les caractéristiques ci-dessous:

— 180X0,4 cm, 3% OV-1 sur Supelcoport
80—100 mesh,

— 180X0,2 cm, 3% SP-2250 sur Supelcoport
100—120 mesh,

—~ 215X0,4 cm, 10% Apiezon L-10% KOH
sur Chromosorb G 80—100 mesh, AW-DMCS.

Méthodes

a) Barbituriques: 10 ml d’urine sont acidifiés
a pH 5 par I'acide chlorhydrique 1-n puis ex-
traits par un méme volume de chloroforme
dans un tube a centrifuger a fond conique.
On agite sur un agitateur Vortex et on cen-
trifuge & 3000 tours pendant 5 minutes. La
phase supérieure est enlevée par aspiration
et le chloroforme est évaporé a 100 ul.

bj Amphétamines: On rend fortement alca-
line par la soude 2-n 10 mi d’urine dans un
tube & centrifuger effilé en son extrémité et
on ajoute 0,1 ml de chloroforme. Aprés 2 mi-
nutes d’agitation, on centrifuge comme pré-
cédemment et on préléve I'extrait chlorofor-
mique & travers la phase aqueuse pour I'ap-
plication sur les plaques d’adsorbant ou pour
Pinjection au chromatographe.

¢) Stupéfiants et alcaloides: L’urine a con-
troler (10—25 ml) est ajustée a pH 9 (en vue
de favoriser la récupération de la morphine)

309



par la soude 1-n. On y ajoute 1 m! de chloro-
forme-isopropanol (9:1). Aprés agitation et
centrifugation a 3000 tours, 5 minutes, on sé-
pare les phases et on évapore la phase or-
ganique a sec. Le résidu est repris dans
100 ul de chioroforme.

Résultats

Développement chromatographique et détec-
tion. Avec une microseringue, on applique
30 ul de chaque exirait sur les plaques d’ad-
sorbant et on fait migrer sur 10 cm dans des
«chambres sandwich» non saturées. Aprés
le développement a 'aide de systemes de
solvants appropriés, les plaques sont sé-
chées au feehn. On révele les barbituriques
en vaporisant a 20 cm de distance la solution
de diphénylcarbazone-chlorure mercurique.
Les barbituriques apparaissent sous forme
de taches blanches sur fond rose. Aprés 1 a
2 heures, le fond s’estompe et on voit nette-

Tabl. 1 R;Xx 100 des barbituriques

Se Sy 5S¢ 84 S. 8¢
Barbital 3B 25 5 45 75 83
Aliobarbital 55 28 5 586 72 87
Butabarbital 59 30 10 58 72 84
Amobarbital 58 32 12 63 70 87
Pentobarbital 54 30 12 63 66 85
Secobarbital 44 40 1 69 76 88
Aprobarbital 54 33 12 61 67 82
Hexobarbital 58 46 14 73 69 80
Mephobarbital 63 55 13 80 70 81
Cyclobarbital 56 35 12 80 8% 80
Phenobarbital 37 28 9 85 66 80

S, chioroforme-isopropanoi-NHs (85:10:10).
S,,: chioroforme-acétone (9:1).

S.: hexane-éthanol (9:1).

S4: chloroforme-acétate d’éthyle (3:2).

S,.: chloroforme-isopropanol (8:2).

S;: éther-chloroforme (9:1).

Révélateur: Diphénylcarbazone {DPC)-chlorure mercu-
rigue: mélange 1:1 de 0,2% de DPC {Fiuka) dans Val-
cool absolu et de 2% de H,Cl: dans le méme solvant.

Tabl. 2 R;X100 et séquence de révélation des amphétamines et stupéfiants

R{ X100 UVsse UVass Ninhydrine 121% lodoplatinate
Ss S S3 + UV

Amphétamine 50 17 54 rose-violacé  jaune-brun
Méthamphétamine 35 10 48 jaune-brun

Ephédrine 36 4 40 rose jaune-brun

Nicotine 58 30 61 rose jaune-brun bleu
Codéine 41 26 45 jaune-brun gris-brun
Morphine 43 g 30 rose jaune-brun bleu
Quinine 55 25 51 bleu jaune-brun gris-brun
Cocaine 67 41 75 rose jaune-brun violet
Méthadone 50 28 67 jaune-brun brun
Méthad. métab. 1? 21 20 67 rose jaune-brun brun
Méthad. métab. 27 98 55 20 rose rose jaune-brun brun
Péthine 56 39 63 jaune-brun brun
Ritaline 63 38 55 bleu jaune-brun brun
Chlorpromazine 53 46 63 rose jaune-brun bleu

* métabolite 1: 2-éthylidéne-1,5-diméthyl-3,3-diphényipyrrolidine;

métabolite 2: 2-éthyl-5-méthyl-3,3-diphénil-1-pyrrolidine.
Révélateurs: a) solution d’iode a 1% dans du méthanol.

b) ninhydrine: dissoudre 0,4 g dans Vacétone et diluer & 100 mi. Se garde a froid une semaine.
¢) iodoplatinate: dissoudre 0,25 g de H:PtCls-6H:0 et 5 g Ki dans 100 mi d’eau.
Ajouter 2 ml d’acide chlorydrique conc. Ce réactif se garde & froid dans un flacon brun.

S1: méthanol-NHs: conc. (100:1,5); S2: CHCl:-méthanol (9:1); Ss: acétate d'éthyle-méthanol-NH; (85:10:10).
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ment des auréoles roses se dessiner sur
fond blanc.

Comme on peut le constater sur le tab. 1, au-
cun des sysiémes de solvants ne permet une
séparation & proprement parler des barbitu-
riques. L’établissement de leur différence de
migration dans des systémes croisés, allié
4 leur coloration au diphénylcarbazone-chlo-
rure mercurique donnent une idée de leur
présence. Toutefois, il est nécessaire de le
confirmer par CPG.

Les extraits pouvant contenir les amphéta-
mines et ceux des stupéfiants et alcaloides
sont appliqués sur la méme plaque. On inter-
cale entre chaque extrait les références des
substances a identifier. La plague est obser-
vée sous UVies et UVass puis révélée selon
la séguence: 1) ninhydrine +10 minutes sous
la lumiére UV; 2) iode & 1%b0; 3) iodoplatinate.
On notera aprés chaque vaporisation les dif-
férentes apparitions et les changements de
couleur. Le tab. 2 illustre la séquence suivie.
ldentification par chromatographie en phase
gazeuse. On injecte 1 & 5 ul des extraits con-
centrés au chromatographe. Les temps de
rétention des diverses substances obtenus
sur la colonne OV-1 sont groupés dans le
fab. 3. Lidentification se fait par comparai-
son des temps de rétention.

Discussion

La chromatographie sur couche mince ainsi
utilisée sert davantage a éliminer les cas né-
gatifs surtout dans la série des barbituriques
ol une séparation par ce procédé n’est pas
réalisable. La récupération dans les condi-
tions expérimentales décrites est d’environ
20°%0, 86°%0, 73%s pour les barbital, pentobar-
bital et hexobarbital respectivement.

En ce qui concerne les amphétamines, nous
avons suivi le procédé proposé par Ramsey
et Campbell [2]. Ces auteurs citent des taux
de récupération de I'ordre de 80%. Le grand
avantage de cette technique réside dans son

Tabl. 3 Temps de rétention sur colonne OV-1.

Barbituriques g min. ter”
Barbital (Véronal) 2,15 0,39
Aliobarbital (Dial) 2,80 0,50
Aprobarbital {(Alurate) 3,30 0,60
Butabarbital (Butisol} 4,00 0,72
Amobarbital (Amytal) 5,10 0,92
Pentobarbital (Nembutal) 5,50 1,00
Secobarbital (Seconal, Quinal) 6,75 1,22
Hexobarbital (Ortal, Evipan) 8,75 1,59
Méphobarbital (Mébaral, Prominal) 10,25 1,86
Phénabarbital (Luminal) 13,55 2,46
Cyclobarbital 14,40 2,61
Amphétamines et

amines sympathomimétiques

dl-Amphétamine 1,40 1,00
Méthamphétamine 2,45 1,75
Ephédrine 3,65 2,60
Phénemétrazine 4,70 3,35
Ritaline 18,83 13,45
Stupéfiants et alcaloides

Péthidine 0,90 0,17
Méthadone 2,40 0,47
Cocaine 2,60 0,51
Codéine 4,20 0,83
Morphine 5,05 1,00
Chiorpromazine 570 1,12
Quinine 12,65 2,50
Papavérine 14,35 2,84

* tpr: temps de rétention relatif par rapport au pento-
barbital, dl-amphétamine et morphine respectivement
pour les barbituriques, amphétamines et stupéfiants.

Conditions expérimentales: débit de gaz porteur: 60 ml|
d’azote, la température de I'injecteur et du détecteur
est de 30° C supérieure a celle de la colonne. La tem-
pérature de la colonne est de 130° C, 160° C et 230°C
respectivement pour les amphétamines, barbituriques
et stupéfiants.

extréme rapidité puisqu’elle épargne I'étape
d’évaporation. Les conditions d’exiraction
adoptées pour les stupéfiants visent a favo-
riser principalement la récupération de la
morphine sous sa forme libre [3]. La limite
de détection sur la plaque chromatographi-
que est de 2 ug pour les barbituriques, 2 «g
pour la morphine et 1 & 2 #g pour les amphé-
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tamines. La limite pour les substances de ré-
férence est encore plus basse (0,5 «g pour
la morphine).

I est & noter que les nombreux médicaments
absorbés par les toxicomanes compliquent
la tache de l'opérateur dans son identifica-
tion; d’ol les nombreuses «recettes» utili-
sées pour révéler les drogues, basées sur la
position des Ry, les temps d’apparition, les
changements de couleur [4, 5]. Trés souvent,
des tests complémentaires de confirmation
sont appliqués aprés la séparation [6]. Une
revue de I’application de la CCM en analyses
toxicologiques et de ses limitations a été
présentée par Berman [7]. A partir de ces
considérations, les résultats obtenus ici avec
la CCM servent principalement de guide et
n'ont d’utilité réelle que dans le cadre in-
terne d’un laboratoire. Dans le nbtre, la véri-
fication des cas positifs est faite par chro-
matographie en phase gazeuse sur colonne
non polaire; la phase polaire SP-2250 sert a
reconfirmer les cas limites. Plus spéciale-
ment pour les amines sympathomimétiques,
on utilisera la colonne Apiézon L-KOH. La
confirmation de la CCM par la CPG apporte
ainsi une plus grande rigueur dans 'identifi-
cation des drogues urinaires.

Zusammenfassung

Es wird iber ein Verfahren von Diinnschicht-Chroma-
tographie fiir die qualitative Bestimmung von Rausch-
giftmitteln, Amphetaminen und Barbituraten im Harn
berichtet. Wenn der Test «positiv» ist, wird er durch
Gaschromatographie noch einmal bestétigt. Mit dieser
Methode ist die Empftindlichkeit in der GréBenordnung
von 1 bis 5 pg/ml Harn.
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Summary

A method based on thin-layer chromatography is used
to identify drugs in the urines of narcotic addicts. Con-
firmation of “positives” is then made by gas liquid
chromatography. Sensitivity is in the range of 1—5u g/
mi of urine.
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