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1. I RIS VE ANAC

Uyugturucu maddelerin kullanimi ¢agimiz ig¢in belli bas]
sorunlardandir. Kullanilan uyugturucu maddeler sadece kullanan-
larin sagligini bozmakla kalmeyip,kisgilerin uyusturucu madde Se
lamak amaciyla yasa disi yollara sapmasi gibi toplumsal zararle
la birlikte bircok hastalagin (AIDS,Sarilak v.s.) yayilmasina ¢
dolayli neden olarak toplum sagligini tehdit etmektedir. Bu agi
dan uyugturucu maddelerle savagta,narkotik analiz laboratuvar-
laraina bliyiik gorevler diigmektedir.

Tlirkiyede nerkotik maddelerin illegal yollardan alinip
satilmasi ve kullanimi acgisandan hizli bir trafik vardir. Bu
Tirkiye'nin afyon lireticisi bir iilke olmasinden gok cografi ko-
numundan kaynaklanmaktadir. Bu trafik icinde eroin ve morfin
tnemli yer tutmaktadar (1).

Ayrica bulundufumuz ydre de, cofrafi konum nedeniyle
0zellik gosterdiginden yakalanan uyugturucularan hiazli ve stan-
dart yontemlerle tayin edilmesi gerekmektedir. Bu ameca ytnelil
olarak caligsmamizda morfin,eroin ve kodeinin kromatografilk yon-
temlerle kalitatif ve kantitatif tayinleri yapilmisg,yintemler

kogullarimiza uygun sekilde standardize edilmigtir.



o, GINEL BILGILER

Hashag (Pepaver somniferum) 1{.0.4000 yillarindan beri
Anadolu topraklarinda yetigtigi bilinen ve Siimer,Lski ilasar
vunan ve Roma kiiltiirlerinden kalan kaynaklarda kullanimindan
s8z edilen bir bitkidir (2). Bu kaynaklarda hasghagtan,cocuklari
sakinlestiren ve bir c¢ok agriya iyi gelen bir madde olarak stz
edilmektedir (3). Friedrich Sertiirner tarafindan 1805 yilinda
afyondan bir alkaloid izole edilmig ve uyku tanrisi Morpheus'a
izafeten morfin edi verilmistir(3). Daha sonra (1832) kodein de
afyondan izole edilmigtir. Eroin ise 1874 yalinda morfinin ase-
tilasyonu ile elde edilmistir (4).

Afyonun gerek tedavi edici amaclarla gerekse keyf wveric
olarak kullanimi ¢ok eski devirlere uzanmakla birlikte morfinirn
iki amacla da kullanima Amerikan ic savasa yallarinae rastlsasr,il
kez bu donemde hipodermik ignelerin bulunmasiyla kullenilmaya &
lanan morfin ayna zamandg bir bagimlilak tiiriinii de baslatmagtar
(5). Bu savag sirasinda agrilara karsi morfin injeksiyonleri jye
pilmig ve savagtan sonra goriilen bagimlilik olaylarine asker
hastaligl "Soldiers disease" adi verilmigtir (6). Dahs sorra
kodein ve eroinin de degisen derecelerde bagimlilak yepti£i or-
taya cikmigtir.

Giinimiizde morfin, kodein ve eroin uluslararasi ronitrol
altinde olan narkotikler sinifina dashildirler. Liorfin ve kodei:
tibbl amaglarle kullanilirken eroinin kullanimi yasaklznmistar
(7).Ancak,diinyvada yasal olmayan yollarie igleyen hizl: bir uy::

turucu trafiffi vardir ve burada eroin tnemli bir yer elzer mdar
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worfin afyon iginde en ylksek oranda bulunan alkaloiddi

Afyon icinde % 8-15 oraninda bulunur,fenantren grubu alkeloid-

lerdendil"-

017H19N03

OH
HMorfin MW : 285.3

Morfinin kimyessal Gzellikleri:

Morfinin yapisal formiilii 1925 de ortaya gikaralmig ~e
total sentezi 1952 de gerceklestirilmigtir (8). Levo isomeri
D (=) farmakolojik aktiviteden sorumludur. Kristal morfinin mor
hidrat bazi 254-256°C de erir, PK, s1 8,02-8.05 dir. Morfin si
fat aci tada olan, kokusuz kristaller halindedir. Suda kolarla}
la erir ve sudaki doymusg ¢bzeltilerinin PH si 4.3-5.0 dar.

Morfinin mutad analjezik dozu subkutan injeksiyonls 8-
mg. yavas i.v. injeksiyonla 2.5-15 mg.dir (4). lorfin agizdzn
alindiginda az, parenteral yollardan ise hizla absorbe olur.
farmakolojik etkilerini bir saat iginde gosterir. Morfirin In-
jekte edildigi yerden kana gecigi pasif difiizyonla olur ve =zz
gekli dokuys yafide eriyen iyonize olmamig molekiiller seklir-e
gecer, Absorbsiyondan sonra morfin hizla kani terkeder ve b~ o-
rek, karacifer,akcifier ve dalek gibi dokulara az oranda ca i:-
telet kaslarina recer. Ken-Beyin engelini gecemediginden dz-=z
ez oranlaerda ca beyne gecer. Dokuda toplanmasi plazma kinge -
trasyonunun tizla diigmesi ile sonuglanir ve doku diizeyisr»i =~

cak 24-48 ;caite diiger ( 4 ).
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il
insanda alinan morfinin bliylik kismi ilk 24 saat icginde
. ararla Ve metabolitleri halinde atilmaktadair. Serbest morfin
114G

at1lan kismin sedece % 7 sini olusturur. Safra ile morfinin % °

PRV . s or
ile % 10 u atilir. Akciferler yolu ile ise alinan dozun % 3-6

s1 atilmaktedar (9).

Iﬁsénlarda morfinin major metaboliti morfin-3-glukuro-
nitdir,en yiiksek konsantrasyonda bdbreklerde bulunur. liorfin
metabolizmasinda tilr ve sekse gore farklilaklar de bildirilmis-
tir (9)., Morfinin 3 pozisyondan glukuronit konjugasyonu bir ¢ol
memeli tiirlinde detoksikasyon icin major yoldur (9).

Morfinin en onemli farmakolojik etkisi analjezidir. Ag:
nin algilanmasini her zaman engellemedigi halde agraya vagla
reaksiyonu azaltip kiginin dayanme keapasitesini artirir. Izsta-
nin endige,anksiyete ve ruhi gerginligini azaltarak Gfori yape:
Insanda sedasyon yapar,morfin verilenlerin % 90'inda uyusukluk
olugturur. Mental bulaniklik geligtirir,mental etkinlikte wve
belirli bir diislinceye konsantre olmada azalme goriliir. Hareket-
ler azalar,harekete karsx isteksizlik olur. Bazi kimselerce se-
dasyon uykuyae yol acgacak kadar fazla goriiliir. En oneml: yaz ei-
kisi solunumu deprese etmesidir. Solunumun hem hizini hem Zeri:
ligini azaltir. Akut zehirlenme halinde solunum sayisi 3-4 e
kadar diiger,diizensiz veya peryodik solunum orteyes c¢iker. Lizrfi:
Oksliriik merkezini de deprese eder,ancez antitussif olarak zull:

nilmaz,
Morfinin santral sinir sistemi ile ilgili olmesyan reri-

ferik etkileri de vardir. Bunlardan en tnemlisi gastrcinte=ti-

nal etkilerdir. ilidenin hidroklorik az’% sulzizina ve -—oti _ite-
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. gzaltir,bosalmasinl geciktirir. Mide tonusunu artirir,ince
gini &8¢ s

barsaklarda tonusu artirir,scnucta ince barsek boyunce icerigin
zecis siiresi uzar ve barsak iceriginden su absorbsiyonu artar,
bu durum morfinin vaptigi konstipasyonda rol oyner.

Morfinin mutad giinliik dozlarda devamli olarak bir iki
hafta uygulanma51,genellikié'analjezik etkisi dahil bir ¢ok
santral etkilerine karsi tolerans olugmasina neden olur. Tole-
rans gelismesi baglangicteki analjezik etkinin elde edilebilmes
igin dozun artirilmasana yol acar. Morfine ileri derecede tole-
rans kazanmig kimseler,bu ilacin giinde 3-4 gr.gibi yliksek doz-
laraina dayeanabilirler. ilutad dozda glinde 3 kez morfin injexte
edilen hastalarda 1-2 hafta i¢cinde baZimlilaik meydana gelmekte-
dir. Morfine bagimlilak kazanmig bir kimsede morfinin kesilmesi
son dozdan 8-12 saat sonra baglayan yoksunluk sendromuna neden
olur. Yoksunluk belirtilerinin giddeti kisiye ve ilaca bagimla-
lik derecesine gore degigir. Lekrimasyon,rinore,terleme ve es-
neme goriillir,uyku doneminden sonra irritabilite,tremor,midriyea-
zis,kan basincinda artma,tasikardi,bulanti ve kusma,diyare, ka-
rin kramplara gibi belirtiler ortaya g¢ikar. Belirtiler 36-72
saat sonre hafifler. Morfinin parenteral 30 mg'a ve agfizden 12
mz'a kadar olan miktarlarda alinmasi ciddi bir zehirlenme apms
Daha yiiksek dozlarda intihar amaciyle veya bagimlilar tareince
agiri dozda alanmasi sonucu sgkut morfin zehirlenmesine necen
olur. home,ileri derecede solunum depresyonu,pupillalarda Zleri
derecede biizlilme goriiliir. Oliim solunum durmasi sonucu clur. Ze-
hirlenmelerde tedavi amaciyla naloksan kullesnilir, iforfin =zgZiz-
fan alinmigsa % 0,02 lik potasyum permanganet sslusyocrz ile mi-

de yikanir ve sodyum siilfat pilirgatif clarak verilir (7,.

%—




2,2. KODEIN:
Afyon alkeloididir. Morfinin fenolik metoksi grubundan

metillenmis tiirevidir.

Cq1gHp1N04

OH Kodein MW : 299.4

Kodein morfinden metilasyonla elde edilir,cografik koke-
ne bagli olarak afyonda % 0.7 ile 2.5 oraninda bulunur. kiono-
hidrat bazi kristaller geklindedir ve 154-156°C de erir. PK& S1
8.22-8.55 arasandadir. Suda ¢oziinlir,organik g¢oziiciilerde daha
fazla c¢oziinlr.

Kodein analjezik ve solunum depresani olarak agirligine
gore morfinden dahae az potenttir. Tolerans,fiziksel bagimliliak
ve cgapraz tolerans geligtirir. Morfinden farkli olarak kodein
analjezik ve antitussif ajan olarak muhtemelen deha iyi absorbe
olmasi nedeniyle agizdan etkilidir. Kodeinin analjezik dozu
oral veya subkutan olarak 15-60 mg.dir (4).

Injeksiyonundan 15-30 dekikae sonra serbest ve metabolit-
leri halinde plazmada ve serbest kodein olarak beyinde makzimum
diizeye ulagar. Beyin-plazma orani 2:1 dir (10).

Kodeinin bliylik bir kismi morfin ve morfin-3-glukurcnid
geklinde, kiiciik oranda da norkodein ve normorfin geklinde atalar

{11,12%,
Kodeinin farmakolojik etkilerinden sorumlu macdieler ole-

rak morfin ve normorfin diigiiniilmektedir (13).

_
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¥ (3 et 1 b 1 -
zafif ve orta giddetteki agrilara xargi agizdan xullani

lap. DUsik dozlarda (10-15 mg.) antitussif etki olugturdugu hal-

. apaljezik etki yapmaz,20 mg'in listlinde analjezik etkilidir.

5.3, BROIN:
—poin 1874 de morfinin asetilasyonu ile elde edilmigtir.

O.CO.CH3 021H23NO5

O.CO.CH3 Eroin MW : 369.4

2enksiz kristallerin erime noktasi 173°C dir. Karekteristik aci
bir tadi vardar. Suda az,orgaenik ¢dzliclilerde iyi ¢oziliniir. Hava-
va uzun siire maruz kaldiginda agik pembeye doner ve hidrolizden
dolayi asetik asit kokusu duyulur. Suda ¢Oziinen hidrokloriir tu-
zu 243-244°C de erir.

sroin,morfinden analjezi ve Gfori verme agisindan 2 ile
10 kez daha potenttir,gok yliksek bagimlilaik yapma Ozellifi var-
dir (4). Insan da dahil tiim tlirlerde eroin parenteral yollardan
bir kag¢ dakika ic¢inde sistemik etkiler olugturacak gekilde hiz-
la absorblanir. Eroin hizla 6-monoasetilmorfine ve daha az
oranda da morfine hidroliz olur (15-17).

Sroinin farmakolojik etkilerinin 6-moncasetilmorfin ve
morfinden kaynaklandigi bilinmektedir (17,18),

Sroin bagimlilari iizerinde yapilan caligmalar idrardaki
metabolitlerinin % & serbest morfin ve % 47 morfin konjugatlari
3eklinde oldugfunu gtstermigtir. Daha diigiik oranlarda da G-mono-

a3etilmorfin seklinde atilmaktadir (16-19).

-__h————




o4, INCE TABAKA KROMATOGRATPTISI
tnce tabaka kromatografisi baZimlilik yepan ilaglarin
sapinmasinda ve rutin idrar ve diZer biyolojik maddelerde yapi-

-an tarana testlerinde kullanilan basit,hizli ve duyarli bir

~sptemdir (20).

“agal agidan,dzellikle eroinin yasa digi trafigini sap-
~ama yoninden hizli bir analiz gerekmektedir. Bylece safsizlik-
lari ve orani saptanarak kdkeni konusunda kaniya varilabilmesi
35z konusu olabilir (21,22),

ince tabaka kromatografisi(TLC) ile eroinin basarili ola
rak ayrilmasina ait ilk c¢aligma aktive edilmig silikagel tabaka-
larda butanol-butileter-amonyum hidroksit (25:70:5) c¢oziicli kari-
sim1 kullanilarak yapilmigtir (22). DiZer bir galigmada alumina
vlaklarda benzen,metanol,amonyum hidroksit (90:10:0.2) cdziici
sarigimi kullanilarak eroin,morfin,3 asetilmorfin ve 6 asetil-
morfin ayrami yapilmistir (23).Holcomb ve arkadaglari (24).
silikagel plaklarda kloroform,metanol,dietilamin (80:15:5) ¢0-
zicll karigama kullanarak morfin,psddomorfin ve morfin N-oksid
ayrimi yapmiglardir. Morfin ve metabolitlerinin TLC ile ayril-
magi konusunda yapilan galigmada silikagel plaklarda cgegitli ¢6-
zlici karigsimlari kullanilmigtir (25).

Onceden kaplanmig silikagel plaklarda etilasetat,metanol
amonyum hidroksit (85:10:5) ¢Oziicii karigimi ile narkotiklerin
tarama testi yapilmistir (26). Sherma ve arkadasglari (27) ge-
ligtirdikleri TLC siastemi ile morfinin densitometrik miktar ta-
yinini yapmiglardir. Manura ve arkadaglari (23), dsrt ayri cizii-

cii sistemi kullanarak eroini 56 kimyasal olarak henzer maddeden

_
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er1rnak icin yontem geligtirmiglerdir., Clark (29), Lroin ve ge-
ot 11 narxotikleri TLC ile ayirmak ig¢in ¢egitli ¢dziicl sistem-
leri denemig,kloroform,sikloheksan.dietil&min (8:10:3) c¢b6ziiei
car131m1 ile eroin,morfin,kodein ve 6 asecilmorfini ayirmaya
3a$arﬂl$'an°ak bazi durumlarda eroin igine karigtirilan kafeini
¢ asetilmorfindem ayirmak i¢in kafeinin reaksiyon vermedizi
iyodoplatinat reaktifini kullanmigtar. Morfinin kantitatif ana-
1izi ve cvozunma iiriinlerinin analizi kiselgel 60 F285 plaklar
“serinde xloroform,etancl,aseton,amonyum hidroksit (20:20:5:1)
chizilcli karigimi kullanilarak yapilmigtir (30).

TLC ile saptanabilen en kii¢lik miktar morfin igin 1.5
mikrozram, kodein ve eroin ic¢in 2 mikrogramdir (31).

warkotiklerin TLC ile saptanabilmesi ic¢in N 2;6 triklo-
ro-P.benzoquinoneimine (32), ninhidrin (33) gibi reaktifler de

z2ullanilmakla birlikte iodoplatinat reaktifi tiim narkotiklerle

renk vermektedir (21).

2.5, A2 SIVI XROMATOGRADPISTIE:

Narkotikleri GLC ile saptama amaciyla uygulanan ydSntem-
ler do#rudan alev iyonlagma detektorii (FID) kullanilarak yapi-
.. lenlarla,bir tiirevleme yonteminden sonra elektron yakalayan de-
tektor (ECD) kullanarak yapilan galigmalar clmak {izere ikiye ay-
?1lar, ACD kullanildiginda hem saptanabilen en diisiik duyarlik
diizeyi diigmekte,hem de narkotiklerin polar yapisindan dolayi or-
taya cgikan giicliikler 38z konusu olmamaktadir (21),

Curry ve Patterson (34) eroin,kodein,asetilkodein ve

6-asetilmorfini sikloheksan dimetanol suksinat (CDMS) tagiyan
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kolonla 2539C da ayirmiglardir. Bir gok aragtirica metil
bir

eya petilpentil silikonu stasyoner faz olarak kullanmigslardar
ve;

(35-37) Ancak 6zellikle morfin bu arastiricilar tarafindan

yiiksek polaritesi nedeniyle adsorblandigl igin kromatografide

giic ayrilan bir madde olarak dliglinlilmektedir. i

De Zan ve Fasanello (38) % 3 OV-1 stasyoner fazi eroin
ve kininin miktar tayini ig¢in kullanmislardir,bu galigmada ase-
tilkodein ve 6 asetilmorfinin birbirinden ayrilamadigi bildiril
mektedir.

Moore ve Bene (39) OV-1 stasyoner faz kullanarsk eroin,
morfin, kodein,asetilmorfinler,papaverin,metadon ve bazi lokxal
anestezikleri birbirinden ayirmiglardir. Van Der Slooten ve
Van Der Helm (40) SE-30 ve QF-1 stasyoner faz kullanarsk cegitl:
numunelerde eroin,morfin ve 6 asetilmorfin oranini Slgmiislerdir
Nakemure ve arkadaglara (41) GLC ile kiitle spektroskopisini ko=
bine ederek eroini prokainden ayirmiglardir. Gough ve Bakexr (42
eroin,morfin, kodein,asetilkodein, 6 asetilmorfin ve kafeinin
ayrimi ve kantitatif tayininde gegitli stasyoner fazlari dener:i:
ler ve en uygun olarak silanize OV-210'u bulmuslardair.

Tim bu galismalar narkotiklerin Ozellikle morfinir ad-
sorbsiyon nedeniyle GLC kolonunda kayiplara ugradigini or:izya
koymaktadir (21). Tirevleme ydntemleri ise genelde toksik~ lojik

englizlerde duyarlik ve segicilik saglamak amaciyle uyzulenmak-

tadar (43-48).
2,6, SI VI XROMATOGRAPFPISI:

Cashman ve Thornton (49) HPLC ydntemini ercin,zsr?:n ve

_
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{1morfin analizinde ilk kez kullanan aragtirmacilardir.
& agetilno

rogiyon detektori kullanarak 210 ve 400 nm de Porasil T
U7 ab30

lonla gall@ml@lardldlr. Wittwer (50) ve Knox ve Jurand (51)
¥alo :

e?yon alkaloidlerini ayirma amaciyla iyon degigtirme kromatog-

rafisi ¥llanmigtir.
Reverse faz kromatografisinde Bondapak C,q kolon kulla-

n1ilarak eroin,morfin ve metadon ayrimi Trinter ve Reuland (52)
tapafindan yapilmigtir.Huizer ve arkadaglari (53) eroin,kodein,
asetilkodein, 6 asetilmorfin ve kafeini silika kolonlarda ayrimi-
n1 saglamiglardir. Albanbauer (54) Reuland ve Trinter (55)
Rasmusgen ve arkadaglari (56) Fehner ve arkadaglari (57) Iurie
(58) benzeri galigmalar yapmiglardir., Tiim bu galigmalarda UV
absorbsiyon temeline dayanan detektSrler kullanilmigtir. Wallace
ve arkadasglari (59) elektrokimyasal detdktdrle galigmiglardir.
Aragtiricilara gore GLC ve HPLC ile yapilan analizlere
gore TLC narkotik analizlerinde ekonomik olusu, tarama yontemi

olarak kullanilabilmesi agisindan hala Snemli bir yer tutmakta-

date {21 ).
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5, DENEYSEL KISTIMN

3,1, GEREC

3.1.1. INCE TABAKA KROMATOGRATISI (TLC) :
TLinomat III - Camag otomatik TLC spot cihaza.
Plak : Silikagel 60 Fy,s, 20x20 cm. 0.25 mm. lierck.

3,1.2, GAZ SIVI KROMATOGRAFISI (GLC) :
Varian 3700 Gaz kromatografi cihazi ve Vista 401

elektronik integrator.

3.1.3. SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC) :
Varian 5500 Savi kromatografi cihazi ve Vistae 401

elektronik integrator.

3.1.4. REAKTIFLER :

3.1.4.1. Iyodoplatinat spray reaktifi

0.25 gr. Platin IV kloriir ve 5 gr. Potasyum Iyodir
saf suda ¢Ozlilerek 100 ml.ye tamamlanir.

3.1.4.2, Dragendorf spray reaktifi

(a)-2 gr.Bizmut subnitrat ©nce az suda ¢ozitilir.25 =l.
asetik asit ilave edilir,saf su ile 100 ml. ye taczam-

lanar.

2
!
-

(b)-40 gr. Potasyum iyodiir saf suda ¢oziilerek 100
ye tamamlanair.

10 ml.(a) + 10 ml.(b) + 20 ml.Asetit esit + 17D ml.su

karigimi spray reaktifi olarak kullanilar,
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3.2,Y6NTEM

3.2.1. INCZ TABAKA KROMATOGRAPISI :

piak : Silikagel 60 F254 20 x 20 cm. 0.25 mm,

Solvent : Btil asetat:Metanol:Amonysk (85:10:5).

Senzen:Dioksan: Etanol: Amonyak (50:40:5:5).

1 mg/ml konsantrasyonda metilalkolde ¢oziilmiig standart
~arfin, kodein ve eroin numuneleri,TLC plakasi lizerine ya kapi-
ler cam boru ile ya da Linomat III otomatik spot cihazi ile be-
1irli araliklarla ve deZisik miktarlarda (1-2-...10 mikrolitre)
camlatilir. I¢ yiizeyi Temiz bir siizge¢ kaZidi ile kaplanmig TLC
tankina yeterli miktarda g¢oziicii sistemi (mobil faz) konulur.
Tankin i¢ yiizeyinin siizge¢ kagidi ile kaplanmasi, tank icerisin-
deki havanin ¢Oziicli buharlariyla doymasini saglamak igin yapil-
magtadir.Tankin havasainin ¢dziicii buharlariyla doyurulmasi kro-
natogramda lekelerin yeri wve birbirlerinden ayralmasi ilizerinde
Snemli etkisi oldugu bildirilmektedir.

Analiz OSrnefi plaka iizerine standart cdzeltilerle yan
Je2na tatoik edilmelidir. (ozlicll sistemi adsorban tabaka lizerinde
tapiler hareketle ylikselirken,analiz SrneZindeki bilegenler ad-
sorban ‘tabakaya olan ilgileri oraninda mohil faz tarafindan fark-
11 farkli yerlere taginir ve bdylece numuneler birbirinden ayril-
Mlg olur. Bu igleme develone islemi denir. Mobil faz tank igeri-
3ine 8-10 mm. yitkseklikte olacak gekilde konulur. Plek tank ice-
rizine dikkatli bir gekilde konulduktan ﬂonfa mobil fazin nlaka
lizerinde diizgiin yikseldipgi kontrol edilmelidir. ilobil faz plaka

Uzerinde 10-15 cm. kadar yiikselince plak tanktan ¢ikarilar,cdzii-
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i seviyesi jgaretlendikten sonra plak lizerine hava iliflenerek
~yrutulule. gsrinmeyen lekelerin yerleri once UV 1gik altinda in-
:glenerEk 1ekelerin yerleri saptanir. Daha sonra goriinmeyen le-
;eleri zoriinur hale getirmek i¢in dragendorf ya da asitli iyodo-
~latinat reaktiflerinden biri ile spray edilir. Plak kurutulduk-
;an sonra maddelerin R, degerleri saptanar. Rf degeri kromatog-
ramda maddelerin tasinma mesafeleri ile ifade edilir.

R, :numunelerin plak iizerine uygulandigi nokta ile leke-

;3
nin merkezi arasindaki mesafenin (A),uygulame noktasi ile ¢dziicil
sisteminin mesafesine (B) orani olup, bu deger adsorban tabaka-
nin kalinlaigina ve uniformluguna,havanin sicakligina ve nemine
gzbre deZigir. Bu kosullar standart hale getirildiklerinde Rf

degerleri maddelerin taninmasinda tSnemli verilerdir (gekil 1-2).

maddenin taginma mesafegi A

- — S—————
-

£ cozicliniin mesafesi B

iladdelerin kromatografik incelenmesi yapilirken konsan-
tragyonlari bilinen numuneler,referans standart ¢dzeltilerin
oelli miktarlari ile ve ayﬁl kogsullarda analiz edilmesi sonucun-
da, lekelerin biiyiikliiklerinin kargilagtirilmasi ve son teknik-
lerin de uygulanmasi ile kantitatif analiz yapmak miimkiin olabil-
mektedir. Ince tabaka krdmatografisi ile duyarlik bir mikrogram
dlizeyindedir.,

3.2.2. GAZ SIVI KROMATOGRAFISI

cihaz : Varian 3700 gaz kromatografisi wve Vista 401
elektronik Integrator.
Kolon : % 3 0OV-17 ve % 3 0V-101 Chromosorb WHP 80/100

mesh, 2 m - 2 nm

-‘—i
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Ffirin gicakliizl
Detektor s1cakligr : 300°C

tnjektdr sicakligy 280°¢C

Detektdr . PID

Azot 30 ml/dak.

Tagiylcl 2az

Hidrojen : 30 ml/dak.
Kuru hava : 300 ml/dak.
Kagit hiza : 3 mm/dak.
Attennuation ¢ 4

Range ANMPS/MV s G510

Gaz kromatografisinde maddeler, biri g¢aligma sicakliginda
21va1 halde olan sabit faz,diferi hareketli faz arasindaki dagil-
za dengesine gore ayrilarlar. Sabit sicaklik ve sabit gaz akig
ni1zi kogulu altinda maddelerin kolondan taginarak detektdre gzgel-
megi igin gegen siireye alikonma zamani (Retention time) ve bu
slire zarfinda gegen gaz hacmina da alikonma hacmi (Retention vo-
lim) denir. Alikonma zamani her maddeye Ozgii bir degerdir,sis-
temde baska maddelerin bulunmasindan etkilenmez. Bu nedenle Rt
degerlerinden kalitatif tayinde,kromatogramdaki her pikin altin-
da kalan alan ise o pike neden olan madde miktari ile orantili-
dir. Bu dzellikten de kantitatif tayinde yararlanilair.

Gaz naldeki Grnekler cihaza dogrudan "Head Space'' tek-

nigi ile,sivi ve kati haldeki maddeler organik bir cbziiclide ¢o-
ziildiikten sonra mikro enjektdrlerle,geriye kagmayi onleyecek
Gzel bir septum bulunan ve Onceden 1sitilmig injeksiyon iinite-

sinden cihaza verilir. Injeksiyon iinitesinde maddeler 131 ile

l‘I..IIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIllllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
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bwherlPﬂﬁrak tegivici gaz ile kolona siiriiklenir. lfladdeler
nemen DbULE L

londe sabit Ve hareketli fazlar arasindeki dagilma katsayila-
kolon =

e, kolon temperatiiriine,kolonun fiziksel tzelliklerine ve ko-
Trill&,

1ondaki sabit fazin adsorbsiyon ve absorbsiyonuna bagli olarak
gyrilir ve tesiyicl gaz ile kolon boyunca tasanarak farkla fark-
11 zamanlarda detektore gelirler. Detektdre gelen maddeler de-
tektsr sinyalinde artmaya neden olur ve bu sinyaller amplifika-
tsrde kuvvetlendirildikten sonre yaszicida zamanin fonksiyonu
olarak keydedilirler (gekil 3).

{antitatif analizde morfin, kodein ve eroinin belli mik-
tarlari i¢ stendart iceren metanolde c¢oziildiikten sonre gaz kro-
matografi sistemine 1 mikrolitre injekte edilir. Elde edilen
kromatogram referans kromatogramdir (sekil 3-4). Kaydedici bu
kromatograma gore kalibre edilir. Pik elanlari oraninin kcnsan-
trasyon oranlarina kargi grafigi cizilirse kalibrasyon egr:zi
elde edilir.Yine belirli tertimda analiz ®rnegi i¢ standar: ice-
ren metanolde ¢Oziildiikten sonra sisteme injekte edilir. El-Ze
edilen kromatogramdan bilinmeyen numunedeki madde miktari kalit-
rasyon egrisinden bulunur (gekil 5).

Gaz kromatografisi c¢ok etkili bir ayirms yontezidir. Ay-
r1lan maddeleri tenimadaki duyarlik,ayrilmanin hizla clusu ve
uygulamadaki kolaylik bakimindan lstiin bir analiz ydntemidZir.
Gaz kromatografisi ile duyarlak alt siniri morfin icirc 1 m?kro-

gram, kodein ve eroin ig¢in 0.1 - 0.2 mikrogram dilizeyincedir.

3.2.3. SIVI KROMATOGRATISI
Cihaz : Varian 5500 siva kromatozrafisi ve Vissas 471

elektronik Integrator.

—
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Bondapak MCH-10, 30 cm - 4 mm.

Kolon :
Detektor : UV-200 Abgorbans detektsr,235 nm. 0.1 AU/mv
Solvent : A % 40 Asetonitril - B % 60 0.2 M Fosfat tam-

pon gozeltisi.
Akas hizi : 1 ml/dak.
Baging : T2 atmosfer.
Xagit haizi : 3 mm/dak.

Attennuation : 4

Sabit akig hizinda her maddenin belli bir baZil alikon-
na zamenil (Retention Time) vardir. Bu Ozellik her madde igin
tarekteristiktir ve bu Gzellikten kalitatif tayinde yararlanilar.
Tiiksek basaingli ¢8ziicli sistemi (mobil faz) tarafindan maddeler
z0londan ayrilarak tasinir ve farkli farkli zamanlarda detektore
gzelirler, Detektdrde belli dalga boyundaki (235 nm.) UV 1isani
nadde ftarafindan absorblanir. Absorblanan igin miktarindaki azal-
ma gonucwu detektdrde bir sinyal olusur. Bu sinyaller amplifika-
i0rde yilikseltilerek yazicaida zamanin fonksiyonu olarak kaydedi-
lirler. Elde edilen kromatogramlar referans standart maddelerin
romatogramlari ile karsilagtirilarak maddelerin nitelifi sap-
tanir. Kromatogramlarda piklerin altinda kalan alan ise o pike
neden olan maddenin miktari ile orantilidir. Bu Bzellikten de
xantitatif tayinde yararlanilar.

Belli miktarlarda ve i¢ standart iceren metanolde ¢oziil-
milg standart morfin,kodein ve eroin cihzeltilerinden ayri avri
10 mikrolitre cihaza injekte edilir. elde edilen kromatbosramlar

referans kromatogramlardir (gekil 6). kaydedici bu kromatograma
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- Lalibre edilir. Pik alanlari oranina karsi konsantrasyon

orenlarl srafifii cizilirse kalibrasyon efrisi elde edilir (se-
kil 7). Bundan sonra belli tartimda ve ig¢ standart igeren mela-
nolde ¢oziilmis trnek numuneler analiz edilerek elde edilen kro-

matogramdan numunedeki madde miktara kalibrasyon egrisinden bu-

1u nur.
S1vy: krometografisinde hassasiyet nenogram dilizeyinde

madde miktarlarini saptayabilecek seviyededir.




4. BULGULAR
4.1. INCZ TABAKA KROMATOGRAFISTI (TLC) :
¢ ile elde edilen sonu¢glar sekil 1 ve 2 de goriilmek-

-pdir. Tablo 1 de ise iki ayri ¢ozlicli sistemi ile elde edilen

>  degerleri goriilmektedir.

=

C = - *
= - @ - B - - & & -
A . . o A ' ¢ . o
] 2 3 4 5 1 2 3 4 5
sekil: l.Morfin, kodein ve Sekil: 2,.Morfin,kodein ve eroinin
eroinin kromatogramlari. kromatozramlari.
(A:Morfin,B:Kodein,C:Eroin) (A:Morfin,B:Kodein,C: Eroin)
1:1 pg, 2:2 pg, 3:5 ng 1:1 pz, 2:2 pg, 3:5 pg, 4:10 pg,
4:10 ng, 5:20 pa, 5:20 pg.
COzlicii: BEtil asetat:Metanol: Gozlicli: Benzen: Dioksan: Etanol:
Amonyak (85:10:5). Amonyak (50:40:5:5),

Spray : Asitli Iyodoplatinat  Spray : Dragendorf reaktifi.

roatifi

T e
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rﬂpdﬂﬂﬂr-*_ Cozlicil sistemi| Coziicii sistemi
Vaddeler
1 2
L i
_ Morfin B 0.24 0.29
Kodein 0.32 0.35 B
Broin 0.48 ) 0.56

“aplo:l ki ayri ¢ozlici sistemi ile saptanan Rf degerleri.

4.2, GAZ SIVI KROMATOGRAFISI (GLC) :

Morfin,kodein ve eroinin gaz kromatogramlari gekil 3 ve
4 de,standart g¢dzeltilerle elde edilen kalibrasyon egrisi ise
2ekil 5 de goriilmektedir. Tablo 2 de gaz kromatografisiyle bu-

lunan alikonma zamanlari verilmigtir.

u 1
'
<t
el
~ @
2 3 r 2
@D . (48] L]
. o} {~ — 0 —
™) . <t MO i
[T} O o~
— o _—
. \Q I~
H ,-: +2 = d o +; o S o
B+ W i ™ [ B~ m o= e =
1 a 4 o m o QG e
— i i) ~ (o] H = = Bt =]
Xl (19 ] 5-3 ST N "
4 bt 4 f (o T 3
Sekil:3.%3 OV-17 kolonu elde Sekil:4.%3 0V-101 kolonu ile

edilen morfin, kodein ve eroinin elde edilen morfin,kodein ve

(iT.0 kromabomramlari. eroinin GLC kromatosramlari.




grp'an pik alani
1‘5}5:{1‘_ pik alani
7 y
’/
6 F
.r'/l
5 o
4 v
3
2 -
,./'/
P
15 4
% STD'in konsantrasyonu
il — e i e e
> 1 6 8 10 IST'in konsantrasyonu

Sekil:5 Standart cozeltilerle ¢izilen kalibrasyon egrisi.

—— —
% 3 0V-17 | % 3 ov-101
lMaddeler |
. P R S S
, l
Lynestrenol(I3T).! 3.889 : 3.264
sl il — RSOl
|
Kodein i T. 541 6.131
| ———
Morfin | 9.028 | 7.198
Eroin | 15.781 . 11.450
blo: 2 Kodain,anorfin roini i 1 kol * wnta
R, deperleri
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4.3, SIVI KROMATOGRAPFISI (HPLC) :

#pLC ile elde edilen kromatogramlar gekil 6 da soriilmek-
edir. Sekil 7 de HPLC de standart ¢tzeltilerle cgizilen kalib-
~agyon esrisi, tablo 3 de morfin,kodein ve eroinin alikonma za-

—aplara verilmigtir.

w
0 8 n o
o ] =+ (9%
— = 3 (g} ~ (#5] o
[~ . ] o ED
i (fal ~ T3} -
o o
= . L = .
= o I S e o Ei ;‘
— ( = 4 o o e
o4y _3 m N M ® -4 0 '
5 Q H O =1 o H o
0 N o~ — o | &
= Ly [a¥] i P =

sekil: 6., Morfin,kodein ve eroinin HPLC kromatogramlari.

TSTD‘ln pik alana

1.0 | I3T'1n pik alana

0.8 !
i
0.6 {
0.4 |
0.2
| 5
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 IST'in konsantrasyonu

Sekil:?’. S‘taﬂd&rt fg-:'i‘gif—_‘]_f;i_]_.er‘]_(_’ (:}i'f’,ilen }{;,_lli]l)l'l gyon er‘l‘\i:;i-




=P 3a
s = T
liaddeler R, degferleri
_ Mprfin 2.781
| Prokein (IST). 5.926
i Kodein o T.145 |
' Eroin 9.482

Teblo:3 Morfin,kodein ve eroinin HPLC'de saptenan Rt degferler:
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5. TARTISMA V E SONUG

son yallarda narkotik maddelerin kullanimi tim diinya Ul-
kelerinin jlgilendigi bir sorun haline gelmigtir.Afyon ve afyon-
dan elde edilen narkotik maddeler ise Miirkive'de kullaniminda ve
ticaretinde en bliylk paya sehip olduklarindan ozel ©Snem tasimak-

tadirlar (1). Bu agidan bu maddelerin analizi de onem kazanmakts

dir.
Narkotik maddelerin TLC ile anaslizlerinde genellikle sili

kagel ve aluminyum oksitle kaplanmig plaklar kullanilnektedir (25
sonre kullenilmalari halinde,lekelerin yerlerinin dahes belirgir
ve ayrilmanin dsha iyi oldugu gdzlenmigtir (21). Degismever de-
ney kogullarainda ve ayni plaklarin kullanilmaesi ile telrarZzne-
bilir sonuglarin elde edilecegi bildirilmektedir (22).

Iki ayra c¢ozlicli sistemi ile morfin,kodein ve erciniz anes-
lizleri yapilmig,elde edilen kromatogramlar sekil 1 ve 2 d=.
hesaplanan Re degerleri ise tablo 1 de goriilmektedir.E{il zsete:

metanol:Amonyak (85:10:5) c¢btziicli sisteminde spray reakiifi olers

o::.
-t

U

asitli iyodoplatinat; Benzen:dioksan:etanol:amonyak (50:40:
¢ozlicl sisteminde ise Dragendorf reaktifi spray resktifi clzra:
kullanilda (29), Her iki ¢ozlicli sisteminin de yeterli evri- se:i-
ladigar sonucuna varilmistar.

GLC de morfin, kodein ve eroinin analizinde,kullenilzn
Stasyoner fazin cinsi ve bzelligi,kolon dolgu maddeziniz p=rti-
kiil bliylkliigl ve kolonun fiziksel zellikleri ile kolor te-~nar:-

tliriine bai’ly olarak deitieiklik roriilmekiedir.Kolon iemrzre- Sri

—



-25~

x olunca analiz siliresi kisalmakta fakat kromatogramda pikler
--igae

pirine rirdiginden ayrim iyi olmamaktadir.Yiiksek sicaklik
.O i r 3

gyoner g1vi fazain bozunmagina ve kisa siire sonrs kolon verimi-
£a3;

b |

nin diigmesine neden olmaktadar.Diigiik sicaklikta ayrim iyi olmak-
sa fakat analiz siliresi uzamakta,piklerin yayvanlagmasi ve kuy-
ixlanmasi snaliz sonuglarini hatali kilmaktadar (34).Bu ve ben-
seri sorunlari ortadan kaldirmak igin deneyerek ya optimum kolon
sicakligi bulunur ya da sicaklik programlamasi yapilir.Kolon
gicakligi,analizin uygun bir siirede tamamlanmasini salayacak ka-
dar yiiksek,iyil bir ayrim saglayacak kadar diigiik olmaladar.

Stasyoner sivi fazin kompozisyonu ve kati destek materyali-
nin z6rmiig oldugu islemin de iyi bir ayraim ilizerine etkili oldugu
bilinmektedir.Kolon dolgu maddesi silanize edilmemig olursa,mor-
fin ve benzeri polar yapilari adsorbe ederek hem analiz gliresi-
nin uwzamasina,hem de sonuglarain eksik bulunmasina neden olmak-
tadar (35-37).

Gaz kromatografigsinde FID detekttrle birlikte % 3 OV-17
ve % 3 OV-101 kolonlar kullanilmistir.Her iki kolonla elde edi-
len kromatogramlar gekil 3 ve 4 de,standart g¢dzeltilerle giéilen
kalibrasyon e@risi ise gekil 5 de ve saptanan alikonma zamanlari
(R,) tablo 2 de zoriilmektedir.

HPLC de kullanilan ¢oziiclilerin saflifyr ve polariteleri de
maddelerin ayrilmalari iizerine etki eden faktorlerden biridir.
Iyi wbir ayraim sailayabilmek igin kolon materyalinden bagka ¢ozii-
Cii xompozigsyonu ve ¢oziicii akis hizinin da optimum olduiju kosul-
lar gereklidir. UV-200 avgorbaiyon detektdri ve mikro bondapak

MCH-10 kolonu kullanilarak narkotik maddelerin analizi yapilmis-

N
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1 ¢ ; s gt . s
. (52).51de edilen kromatogramlar gekil 6 da,standari gozelti

~izilen kalibraayon egrisi gekil 7 de ve saptanan alikonma

1 .::’_"1."3

aanlari (Rt) ise tablo 3 te gosterilmigtir.

3onug¢ olarak : Narkotik maddelerin analizinde TLC sistemi,

tarama +egtlerine olanak veren etkili ve gabuk sonug¢ alinan eko-
nomik bir yontemdir.Kantitatif analiz soz konusu olduZunda GLC
siatemi ile tutarla sonuglarin alindigzi,uysulamasi kolay ekono-
nik bir ayirma yontemidir.Analiz Srneginde bulunan safsizliklarin
niteliZi ve orani saptanarak maddelerin kSkeni hakkinda bilgi
edinmek wmiimkiin olmaktadir,TLC ve GLC sistemleri ile mikrogram
diizeyindeki maddelerin analizleri yapilabilirken HPLC ile nano-
zram diizeyindeki madde miktarlarini kalitatif ve kantitatif ola-
rax analiz etmek miimkiin olmsktadar.

Tim bu bilgilerin 19181 altinda her ii¢ ydntemin de kullan-

ma amacina yonelik olarak iistiinliikleri oldugunu s@yleyebiliriz.
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6. 0 ZET

Bu calismada morfin, kodein ve eroinin Ince tabaka,Gaz

1izit ve S1vi kromatozrafisiyle taninmalari ve kantitatif tayin-~

le:‘il’lin yea

olan yontemler standardize edilmigtir.

pilmaesi amaciyla laboratuvarimiz kosullarina uygun

Bu amacla ince tabaka kromatografisinde cegitli c¢dziicl
sistemleri denenmis,Etil asetat:metanol:amonyak (85:10:5) ve
Benzen:dioksan:etanol:amonyak (50:40:5:5) ¢Oziicli sistemlerinin
yeterli ayrim sagladigl sonucuna varilmigtair. Ince tabaka kroma-
tografiginde lekeleri goriinlir hale getirmek amaciyla asitli
iyodoplatinat ve Dragendorf reaktifleri kullanilmisgtir. Ince
taovaka kromatografisi ile saptanabilen en diigiik madde miktara
1 mikrogramdar.

Gaz likit kromatografisinde FID detektdrle calisilmigtar.
Degigik kolonlar denendikten sonra Chromosorb WHP tizerinde hazir-
lanmig % 3 OV-17 ve % 3 OV-101 kolonlar kullanilmigtir.

Her iki kolonla da i¢ standart ve numuneler araginda ye-
terli ayrim gozlenmektedir.Gaz likit kromatografisinde duyarlik
Morfin i¢in 1 mikrogram,kodein ve eroin igin ise 0.1 - 0.2 mik-
Togram diizeyindedir, 0.1 - 20 mikrogram standartla c¢aligildaZnn-
da yeterli lineariteyi gtsteren kalibrasyon efrisi elde edilebil-

mektedir,
S1ivi kromatografisinde UV-200 Abgorbvans detektilr ve

McH-10 Bondapak kolonlar knllanilmigtir. Bu ydntemle duyarlik

Ranosram diizeyine inmektedir.

)
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