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ı. GİRİ Ş V E A !'if. A Ç 

u~~ş~urucu maddelerin kullanımı çağımız için belli baş] 

sorunlardandır. Kullanılan uyuşturucu maddeler sadece kullanan

ların sağlığını bozmakla kalmayıp,kişilerin uyuşturucu madde se 

lamak amacıyla yasa dışı yollara sapması gibi toplumsal zararle 

la birlikte birçok hastalığın (AIDS,Sarılık v.s.) yayılmasına c 

dalaylı neden olarak toplum sağlığını tehdit etmektedir. Bu açJ 

dan uyuşturucu maddelerle savaşta,narkotik analiz laboratuvar

ıarına büyük görevler diişmektedir. 

Türkiyede narkotik maddelerin illegal yollardan alınıp 

satılması ve kullanımı açısından hızlı bir trafik vardır. Bu 

Türkiye'nin afyon üreticisi bir ülke olmasından çok coğrafi ko

numundan kaynaklan'maktadır. Bu trafik içinde eroin ve morfin 

önemli yer tu tmaktadır ( 1 ) .. 

Ayrıca bulunduğumuz yöre de, coğrafi konum nedeniyle 

özellik gösterdiğinden yakalanan uyuşturucuların hızlı ve stan

dart yöntemlerle tayin edilmesi gerekmektedir. Bu amaca yönelir 

olarak çalışmamızda morfin,eroin ve kodeinin kromatografik yön

temlerle kalitatif ve kantitatif tayinleri yapılmış,yönteffiler 

koşullarımıza uygun şekilde standardize edilmiştir. 
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2. G 1E N E 1 B İ 1 G İ 1 E R 

Haşhaş (Pepaver somniferum) h1.Ö.4000 yıllarından beri 

Ana do lu topraklarında yetiştiği bilinen ve Sümer, Eski ı.:ısır 

Yunan ve Rı:ıma kültürlerinden kalan kaynaklarda kullanımından 

söz edilen bir bitkidir (2). Bu kaynaklarda haşhaştan,çocuklarl 

sakinleştiren ve bir çok ağrıya iyi gelen bir madde olarak söz 

edilmektedir (J). Friedrich Sertürner tarafından 1805 yılında 

afyondan bir alkaloid izole edilmiş ve uyku tanrısı Morpheus'a 

izafeten morfin adı verilmiştir(J). Daha sonra (1832) kodein de 

afyondan izole edilmiştir. Eroin ise 1874 yılında morfinin ase

tilasyonu ile elde edilmiştir (4). 

Afyonun gerek tedavi edici amaçlarla gerekse keyf veric 

olarak kullanımı çok eski devirlere uzanmakla birlikte morfinin 

iki amaçla da kullanımı Amerikan iç savaşı yıllarına rastlar,il 

kez bu dönemde hipadermik iğnelerin bulunmasıyle kull&nıl~ya o 

lanan morfin aynı zamanda bir bağımlılık türünü de başlatmıştır 

(5). Bu savaş sırasında ağrılara karşı morfin injeksiyonl~rı ye 

pılmış ve savaştan sonra görülen bağımlılık olayıarına asker 

hastalığı "Soldiers disease" adı verilmiştir (6). Daha sor:ra 

kodein ve ereinin de değişen derecelerde bağımlılık yaptığı or

taya çıkmıştır. 

Günümüzde morfin,kodein ve eroin uluslararası ~ontrol 

altında olan narkotikler sınıfına dahildirler. Morfin ve ~~d~i~ 

tıbbi amaçlarla kullanılırken ereinin kullanımı yasak?..~nmı7tır 

(7)./ı.ncak,di i nya da yasal olmayan yollarC. a itıleyen hızı: bi::- u;vı..: ::: 

~urucu trafi~i vardır ve burada eroin t nemlj bir yer L: ~R~~a d~~ 
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j' i l j • 
' . 

Morfin afyon içinde en yilksek oranda bulunan alkalaiddi 

1. c.J· •1 de % 8-15 oranında bulunur, fenantren grubu ıılkaloidAfyon ' 

ıerdendir. 

OH 
Morfin 

--- -cl~lHl9·NOJ 

OH 

MW 285.3 

Morfinin kimyasal özellikleri: 

Morfinin yapısal formUlU 1925 de ortaya çıkarılmış 7€ 

total sentezi 1952 de gerçekleştirilmiştir (8). Levo isomeri 

D (-) farmakolojik aktiviteden sorumludur. Kristal morfinin ~or 

hidrat bazı 254-256°C de erir, PKa sı 8,02-8.05 dir. Morfin sUl 

fat acı tadı olan, kokusuz kristaller halindedir. Suda kola7lır 

la erir ve sudaki doymuş çözeltilerinin PH sı 4.3-5.0 dır. 

Morfinin mutad analjezik dozu subkutan injeksiyonla 
,..., . 
o-. 

mg. yavaş i.v. injeksiyorila 2.5-15 mg.dır (4). Morfin agızd~n 

alındığında az, parenteral yollardan ise hızla absarbe olur. 

Farmakolojik etkilerini bir saat içinde gösterir. Morfi~in ~n

jekte edildi~i yerden kana geçişi pasif difUzyonla olur ve ~az 

şekli dokuya ya~da eriyen iyonize olmamış molekUller şekli~~e 

geçer. Absorbsiyondan sonra morfin hızla kanı terkeder ve h~~-

rek,karaciğer,akci~er ve dalak gibi dokulara az oranda ca i··

kelet kaslarına geçer. Kan-Beyin engelini geçemedi~inde~ da~~ 

ez oranlarda ~a beyne geçer. Dokuda toplanması plazma ~=~s~~-

tra:j:yonunutl ::ı zltJ clljşmesi i le sonuçla. nır ve clokv. r1iize;yl~:-'i ~ ".·-

cal-: 24-4H ,;c.b.:te clii:~er ( 4 ). 
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insanda alınan morfinin bUyUk kısmı ilk 24 saat içinde 

ve metabolitleri halinde atılmaktadır. Serbest morfin 

atılan kısmın sadece % 7 sini oluşturur. Safra ile morfinin % · 

. 1 ~ ıo u atılır. Akci~erler yolu ile ise alınan dozun% J-6 
l e ;o -

sı atılmaktadır (9). 

İnsanlarda morfinin majör metaboliti morfin-3-glukuro-

ni tdir, en yüksek konsantrasyonda böbreklerde bulunur. l.:orfin 

metabolizmasında tür ve sekse göre farklılıklar da bildirilmiş-

tir (9). Morfinin 3 pozisyondan glukuronit konjugasyonu bir çol 

memeli türünde detoksikasyon için majör yoldur (9). 

Morfinin en önemli farmakalejik etkisi analjezidir. Ağı 

nın algılanmasını her zaman engellemediği halde ağrıya bağlı 

reaksiyonu azaltıp kişinin dayanma kapasitesini artırır. Tiasta-

nın endişe,anksiyete ve ruhi gerginliğini azaltarak öfori yapa: 

İnsanda sedasyon yapar,morfin verilerrlerin % 90'ında uy~şu~luk 

oluşturur. Mental bulanıklık geliştirir,mental etkinlikte ve 

belirli bir düşüneeye konsantre olmada azalma görülür. liareket

ler azalır,harekete karş1 isteksizlik olur. Bazı kimselerd€ se-

dasyon uykuya yol açacak kadar fazla görUlür. En önemL ya-:. et-

kisi solunumu deprese etmesidir. Solunurnun hem hızını hem ~eri: 

liğini azaltır. Akut zehirlenme halinde solunum sayısı 3-4 e 

kadar düşer,dUzensiz veya peryodik solunum ortaya çıka~. ~~rfit 

öksürük merkezini de deprese eder,ancak antitussif ola~ak ~lle 

nı lmaz. 
Morfinin santral sinir sistemi ile ilgili olmsyan ~eri

ferik etki leri de vardır. Bu n lardan en önemli si gastrcinte -.di-

nal etkilerdir. ~idenin hidroklorik a s ~t s8lgızını ve ~ati~itE-
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. . , ltır basalmasını geciktirir. Mide tonusunu artırır,ince 
sını aza ' .. 
. klarda tonusu artırır,sonuçta ince barsak boyunca jçeriein Darsa • -
geçiş süresi uzar ve barsak içeri~inden su absorbsiyonu artar, 

bu durum morfinin yaptığı konstipasyonda rol oynar. 

Morfinin mutad gUnlük dozlarda devamlı olarak bir iki 

hafta uygulanması,genellikle analjezik etkisi dahil bir çok 

santral etkilerine karşı tolerans oluşmasına neden olur. ~ole

rans gelişmesi başlangıçtaki analjezik etkinin elde edilebilmes 

için dozun artırılınasına yol açar. Morfine ileri derecede tole

rans kazanmış kimseler,bu ilacın günde 3-4 gr.gibi yüksek doz

larına dayanabilirler. I/Iutad dozda günde 3 kez morfin injezte 

edilen hastalarda 1-2 hafta içinde ba~ımlılık meydana gelmekte

dir. Morfine ba~ımlılık kazanmış bir kimsede morfinin kesilmesi 

son dozdan 8-12 saat sonra başlayan yoksunluk sendromuna neden 

olur. Yoksunluk belirtilerinin şiddeti kişiye ve ilaca bağımlı

lık derecesine göre değişir. Lakrimasyon,rinore,terleme ve es

neme görülür,uyku döneminden sonra irritabilite,tremör,mid.riya

zis,kan basıncında artma,taşikardi,bulantı ve kusma,diyaretka-

rın krampları gibi belirtiler ortaya çıkar. Belirtiler 36-72 

saat sonra hafifler. Morfinin parenteral JO mg'a ve a~ızde~ 12: 

mg'a kadar olan miktarlarda alınması ciddi bir zehirlenıne yapms. 

Daha yüksek dozlarda intihar amacıyla veya ba~ımlılar :ar~:ınt~: 

aşırı dozda alınması sonucu akut morfin zehirlenmesine nec~n 

o lur. Ko ma, i leri derecede solunum depresyonu, pupi 1 lalaz:-da :.ler: 

derecede büzülme görülür. Ölüm solunum durrr~sı sonucu clur. Ze

hirlenmelerde tedavi amacıyla naloksan kullanılır. Ilio!':in c.ğız

c:an alınmışr.::a% 0.02 lik potasyum permanganet :;8 luoyoc.;. i "l.c-: mi-

de yıkanır ve sodyum sUlfat pUrgatif olarak verilir (~~. 
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2.2. K p D E İ N : 

Afyon alkaloididir. Morfinin fenelik metoksi grubundan 

metillenmiş türevidir. 

OH Kodein MW 299.4 

Kodein morfinden metilasyonla elde edilir,coğrafik köke

ne bağlı olarak afyonda% 0.7 ile 2.5 oranJ.nda bulunur. Mono

hidrat bazı kristaller şeklindedir ve 154-156°C de erir. PKa sı 

8.22-8.55 arasındadır. Suda çözUnlir,organik çözUelilerde daha 

fazla çözlinlir. 

Kodein analjezik ve solunum depresanı olarak ağırlığına 

göre morfinden daha az potenttir. Tolerans,fiziksel bağımlJ.lık 

ve çapraz tolerans geliştirir. Morfinden farklı olarak kodein 

analjezik ve anti tussif aj·an olarak muhtemelen daha iyi absorbe 

olmasJ. nedeniyle ağızdan etkilidir. Kodeinin analjezik dozu 

oral veya subkutan olarak 15-60 mg.dJ.r (4). 

İnjeksiyonundan 15-30 dakika sonra serbest ve metabolit

leri halinde plazmada ve serbest kodein olarak beyinde mak2imurr 

dlizeye ulaşır. Beyin-plazma oranı 2:1 dir (10). 

Kodeinin büylik bir kısmı morfin ve morfin-3-glukurcnid 

şeklinde,küçük oranda da norkodein ve normorfin şeklinde atılır 

(11,12). 
Kodeinin farmakolojik etkilerinden sorumlu macdeler elE

rak morfin ve normorfin düşünülmektedir (13). 
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~afif ve orta şiddetteki a~rılara karşı a~ızdan kullanı

;JUş:i~ d'Jz1arda ( 10-15 mg.) anti tussif etki oluşturduğu hal-

ı etki yapmaz,20 ıng'ın üstünde analjezik etkilidir. 
c..~ ana1,j eziK 

2.3. E RO İ N : 

~roin 1874 de morfinin asetilasyonu ile elde edilmiştir. 

o.co.cH
3 

O.CO.CHJ Eroin MW : 369.4 

?.enksiz kristallerin erime noktası 17J°C dir. Karekteristik acı 

t:r tadı vardır. 3uda az,organik çözücülerde iyi çözünür. Hava-

ya uzun süre maruz kaldığında açık pembeye döner ve hidrolizden 

dolayı asetik asit kokusu duyulur. Suda çözünen hidroklorür tu

zu 243-244°C de erir. 

3roin,morfinden analjezi ve öfori verme açısından 2 ile 

lO kez daha potenttir,çok yüksek bağımlılık yapma özelliği var

dır (4). İnsan da dahil tüm türlerde eroin parenteral yollardan 

bir kaç dakika içinde sistemik etkiler oluşturacak şekilde hız

la absorblanır. Eroin hızla 6-monoasetilmorfine ve daha az 

aranda da morfine hidroliz olur (15-17). 

Eroinin farmakolojik etkilerinin 6-monoasetilınorfin ve 

morfinden kaynaklandığı bilinmektedir (17,18). 

~roin ba~ımlıları üzerinde yapılan çalışmalar idrardaki 

metabolitlerinin % 6 serbest morfin ve % 47 ınorfin konjugatları 

şeklinde oldui~unu gös termiş·tir. Daha düşük oranlarda da 6-mono-

asetilmorfin şeklinde atılmaktadır (16-19). 
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2.4. İ N C E TABAKA K R O M A T O G R A F İ S İ 

İnce tabaka kromatografisi bağımlılık yapan ilaçların 

nda ve rutin idrar ve di~er biyolojik maddelerde yapı--: 3.nınması. '-.j 

~an taraJa testlerinde kullanılan oasit,hızlı ve duyarlı bir 

j-:n temdir ( 20) · 

~asal açıdan,özellikle eroinin yasa dışı trafiğini sap-

~ama yön~nden hızlı bir analiz gerekmektedir. Böylece safsızlık

:arı ve oranı saptanarak kökeni konusunda kanıya varılabilmesi 

3ÖZ konu3u olabilir (21,22). 

İnce tabaka kromatografisi(TLC) ile ereinin başarılı ola 

rak ayrılmasına ait ilk çalışma aktive edilmiş silikagel tabaka

larda butanol-butileter-amonyum hidroksit (25:70:5) çözücü karı

şımı kullanılarak yapılmıştır (22). Diğer bir çalışmada alumina 

plaklarda benzen,metanol,amonyum hidroksit (90:10:0.2) çözücü 

t:arışımı kullanılarak eroin,morfin,J asetilmorfin ve 6 asetil-

ınorfin ayrımı yapılmıştır ( 23). Holcomb ve arkadaşları ( 24). 

silikagel plaklarda klorof?rm,metanol,dietilamin (80:15:5) çö

zUcü karışımı kullanarak morfin, paödomorfin ve morfin N-oksid 

ayrımı yapmışlardır. Morfin ve metabolitlerinin TLC ile ayrıl

ması konusun~a yapılan çalışmada silikegel plakla~~~çeşitli çö

zücü karışımıarı ~tllanılmıştır (25). 

Önceden kaplanmış silikagel plaklarda etilasetat,metanol 

amonyum hidroksit (85:10:5) çözücü karışımı ile narkotiklerin 

tarama testi yapılmıstır (2~). Sherma ve arkada~ları (27) ge

li~tirdikleri TLC sistemi ile morfinin densitometrik miktar ta-

Yinini yapmışlardır. Manura ve arkadaşları (28), dört ayrı çUzü

cii ~3L3 temi kullanarak ereini 56 kimyasal olarak ·benzer maddeden 
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·~· yöntem geliştirmişlerdir. Clark (29), Eroin ve çe
~ ...,.ır--ak ı"'ın . c:. 1 . ~...-

. .. tikleri TLC ile ayırmak için çeşitli çözücü sistem-
ş :.. tlı nar:-..o 

. _ ·ş kloroform,sikloheksan,dietila~in (8:10:3) çözücü 
::..erı r.ıenemı. ' 
. mı ile eroin,morfin,kodein ve 6 asetilmorfini ayırınayı 
.:::arışı 

•.• r ·,-.-nı .:ı ancak bazı durumlarda eroin i çine karıştırılan kafeini 
_aştı.. · " .,.. ' 

6 asetilmorfindeu ayırmak için kafeinin reaksiyon vermedi~i 

iyodoplatinat reaktifini kullanmıştır. Morfinin kantitatif ana

lizi ve oozunma ürünlerinin analizi kiselgel 60 F285 plaklar 

-;_: zerinde ~loroform, et an ol, as eton~ amonyum hi droksi t ( 20: 20: 5: 1) 

ç::izücü karışımı kullanılarak yapılmıştır ( 30). 

T~C ile saptarrabilen en küçük miktar morfin için 1.5 

~ikrogram,kodein ve eroin için 2 mikrogramdır (31). 

~arkotiklerin TLC ile saptanabilmesi için N 2;6 triklo

ro-P.benzoquinoneimine (32), ninhidrin (33) gibi reaktifler de 

kullanılmakla birlikte iodoplatinat reaktifi tUm narkotiklerle 

renk vermektedir (21). 

2.5. G A Z S I V I K R O ~ A T O G R A F İ S İ 

Narkotikleri GLC ile saptama amacıyla uygulanan yöntem

ler do f_trudan alev iyenlaşma detektörü (PID) kullanılarak yapı-· 

.. _ .lar.ı, .l_a~la, bir türevleme yönteminden sonra elektron __ y~Jcalayan de

tektör (ECD) kullanarak yapılan çalışmalar olmak üzere ikiye ay

rılır. 3CD lrullanı ldıi~ında hem saptanabi le n en dL şük duyarlık 

dU zeyi dtişmekte,hem de narkotiklerin polar yapısından dolayı or-

t B.ya ç ıkan .:~U ç lükler söz konusu ol mamaktadır (~~1). 

Curry ve Patterson (34) eroin,ko dein,asetilkodein ve 

6-as etilmorfini s ikloheksan dirnetanal suksinat (CDMS) ta~ıyan 
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bir kolonla 25J°C da ayırmışlardır. Bir çok ara9tırıcı metil 

metil)Jentil silikonu stasyoner faz olarak kullanmışlardır veya 
(

35
_37 ). Ancak özellikle morfin bu araş tırıcılar tarafından 

yüksek polaritesi nedeniyle adsorblandı~ı için kromategrafide 

güç ayrılan bir madde olarak dlişlinlilmektedir. 

De Zan ve Fasanelle (38) % 3 OV-1 stasyoner fazı eroin 

ve kininin miktar tayini için kullanmışlardır,bu çalışmada ase

tilkodein ve 6 asetilmorfinin birbirinden ayrılamadığı bilairil-

mektedir. 

Moore ve Bene (39) OV-1 stasyoner faz kullanarak eroin, 

morfin,kodein,asetilmorfinler,papaverin,metadon ve bazı lokal 

anestezikleri birbirinden ayırmışlardır. Van Der Slooten ve 

Van Der Helm (40) SE-30 ve QF-1 stasyoner faz kullanarak çeşit~ 

numunelerde eroin,morfin ve 6 asetilmorfin oranını ölçmüşlerdi~. 

Nakamura ve arkadaşları (41) GLC ile klitle spektroskopisini ko~ 

bine ederek eroini prokainden ayırmışlardır. Gough ve Bake~ (42 : 

eroin,morfin,kodein,asetilkodein,6 asetilmorfin ve kafein~~ 

ayrımı ve kantitatif tayininde çeşitli stasyoner fazla~ı C€nerr~: 

ler ve en uygun olarak silenize OV-210'u bulmuşlardır. 

TUm bu çalışmalar narkotiklerin özellikle morfinir- ad

sorbsiyon nedeniyle GLC kolonunda kayıplara uğradığını ort~ya 

koymaktadır (21). Tlirevleme yöntemleri ise genelde toksiks:oji~ 

analizlerde duyarlık ve seçicilik sağlamak amacıyle uy~~l~~ma~-

tadır (43-48). 

2.6. S I V I K R O M A T O G R A F İ S İ : 

Cashman ve Thornton (49) HPLC yöntemini erujn,=Jr!:n ~E 
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fi 
analizinde ilk kez kullanan araştırmacılardır. 

6 asetil~or n 
_ . n detektörü kullanarak 210 ve 400 nm de Porasil T 

G7 absorosıyo 

ı ıı ~mışlardıdır. Wittwer (50) ve Knox ve jurand (51) 
kolon a ça ~· 

e:yon alkaloidlerini ayırma amacıyla iyon değiştirme kromatog-

rafisi kullanmıştır. 

Reverse faz kromatografisinde Bandapak c18 kolon kulla-

nılarak eroin,morfin ve metadon ayrımı Trinter ve Reuland (52) 

tarafından yapılmıştır.Huizer ve arkadaşları (53) eroin,kodein, 

esetilkodein,6 asetilmorfin ve kafeini silika kolonlarda ayrımı

nı sağlamışlardır. Albanbauer (54) Reuland ve Trinter (55) 

Rasınussen ve arkadaşları (56) Fehner ve arkadaşları (57) Lurie 

(58) benzeri çalışmalar yapmışlardır. Tüm bu çalışmalarda UV 

absorbsiyon temeline dayanan detektörler kullanılmıştır. Wallace 

ve arkadaşları (59) elektrokimyasal detöktörle çalışmışlardır. 

Araştırıcılara göre GLC ve HPLC ile yapılan analizlere 

göre TLC narkotik analizlerinde ekonomik oluşu,tarama yöntemi 

olarak kullanılabilmesi açısından hala önemli bir yer tutmakta

dır (21). 
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J. D E N E Y S E 1 K I S I M 

G E R E Ç ,3.1. -

.3 ı ı tNCE 'l1ABAKA KROMATOGRAFİSİ ( TLC) : . . . -

Linemat III - Camag otomatik TLC spot cihazı. 

Plak : Silikegel 60 F254 20x20 cm. 0.25 mm. Merck • 

.3.1.2. GAZ SIVI KROWillTOGHAFİSİ (GLC) : 

Varian .3700 Gaz kromatografi cihazı ve Vista 401 

elektronik integratör. 

3.1.3. SIVI KROMATOGRAFİSİ (HPLC) 

Varian 5500 Sıvı kromatografi cihazı ve Vista 401 

elektronik integratör. 

3.1.4. REAKTİFLER : 

3.1.4.1. İyodoplatinat spray reaktifi : 

O. 25 gr. Platin IV klorür ve 5 gr. Potasyum İ:.-odUr 

saf suda çözülerek 100 ml.ye tamamlanır. 

3.1.4.2. Dragendorf spray reaktifi : 

(a)-2 gr.Bizmut subnitrat önce az suda çözUlür.25 ~ı. 

asetik asit ilave edilir,saf su ile 100 ml. Yt ta~:am-

lanır. 

(b)-40 gr. Potasyum iyodür saf suda çözülerek 100 ml. 

ye tamamlanır. 

10 ml.(a) + 10 ml.(b) + 20 ml.Asetit asit+ lCJ ~:.su 

karışımı spray reaktifi olarak kullanılır. 



Y Ö N T E M ).2. 
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ı İNC3 TABAKA KROMATOGRA:ilİSİ 3. 2. • 

Plak : Silikagel 60 F254 20 x 20 cm. 0.25 mm. 

Solvent : Etil asetat:Metanol:Amonyak (85:10:5). 

~enzen:Dioksan:Etanol:Amonyak (50:40:5:5). 

ı mg/ml konsantrasyonda metilalkolde çözülmüş standart 

=:;rfin, lcodei n ve eroin numune leri, TLC plakası U zerine ya kapi

ler cam boru ile ya da Linemat III otomatik spot cihazı ile be

lirli aralıklarla ve değişik miktarlarda (1-2- ••• 10 mikrolitre) 

C.amlatılır. İç yüzeyi Temiz bir süzgeç kağıdı ile kaplanmış TLC 

:ankına yeterli miktarda çözücü sistemi (mobil faz) konulur. 

~ankın iç yüzeyinin süzgeç kağıdı ile kaplanması,tank içerisin-

deki havanın çözücü buharlarıyla daymasını sağlamak için yapıl-

ma};:tadır. 'J:ankın havasının çözücü buharlarıyla dayurulması kro-

~atogramda lekelerin yeri ve birbirlerinden ayrılması Uzarinde 

önemli etkisi olduğu bildirilmektedir. 

Analiz örneği plaki Uzerine standart çözeltilerle yan 

yana tatbik edilmelidir. Çözücü sistemi adsorban tabaka üzerinde 

~apiler hareketle yükselirken,analiz örne~indeki bileşenler ad-

sorban tabakaya olan ilgile~i oranında mobil faz tarafın~an fark

lı farklı yerlere taşınır ve böylece numuneler birbirinden ayrıl-

mış olur. Bu işleme clevelope ir:?lemi denir. Mobil faz tank içeri-

8ine 3-10 mm. yUkseklikte olacak şekilde konulur. Plak tank içe-

ri:Jine ''ikkatl:i oir şekilde konulduktan sonra mobil fazın plaka 

i i zerinde di.i Z'"slin yükae ldi ği kon tr ol edilme li dir. i·:'io bi ı faz p lRka 

Uzerinde 10-15 cm. kadar yükselince plak tanktan çılcnrılır,ç~zü-



-14-

.. , si işaretlendikten sonra plak üzerine hava üflenerek 
,. · •P.VlJ e C·l ~ ..... "" · 

+ 1 r Görünmeyen lekelerin yerleri önce UV ışık altında in
!:"'lru !lu u • 

ere ~ lekelerin yerleri saptanır. Daha sonra görünmeyen le
~oıen <>-

~eıeri görünür hale getirmek için dragendorf ya da asitli iyodo-

:;:latinat reaktiflerinden biri ile spray edilir. Plak kurutulduk

:an 30nra maddelerin Rf değerleri saptanır. Rf değeri kromatog

=amda maddelerin taşınma mesafeleri ile ifade edilir. 

~f :numunelerin plak üzerine uygulandığı nokta ile leke

nin merkezi arasındaki mesafenin (A),uygulama noktası ile çözücü 

sisteminin mesafesine (B) oranı olup, bu değer adsorban tabaka

nın kalınlığına ve uniformluğuna,havanın sıcaklığına ve nemine 

göre değişir. Bu koşullar standart hale getirildiklerinde Rf 

değerleri maddelerin tanınmasında önemli verilerdir (şekil 1-2). 

maddenin taşınma mesafesi 
çözticünün mesafesi 

= A 

B 

:·.1addelerin kromatografik incelenmesi yapılırken konsan

trasyonları bilinen numunele~,referans standart çözeltilerin 

belli miktarları ile ve ay~ı koşullarda analiz edilmesi sonucun

da,lekelerin büyüklüklerinin karşılaştırılması ve son teknik

lerin de uygulanması ile kantitatif analiz yapmak mümkün olabil

mektedir. İnce tabaka krö'matografisi i le duyarlık bir mi krcgram 

diizeyindedir. 

3.2.2. GAZ SIVI KROMATOGRAFİSİ 

cihaz : Varian 3700 gaz kromatografisi ve Vista 401 

elektronik İntegratör. 

Kolon % J OV-17 ve % 3 OV-101 Chromosorb WHP 80/100 

mesh, 2 m - 2 mm 



?ırın sıcaklığı 

netektör sıcaklığı 

tnjektör sıcaklığı 
~ . 
Detektör 

Taşıyıcı gaz 

Hidrojen 

Kuru hava 

Kağıt hızı 

Attennuation 

Range MırPS/M.V 
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240°C 

J00°C 

280°C 

FID 

Azot 30 ml/dak. 

30 ml/dak. 

300 ml/dak. 

3 mm/dak. 

4 

lO-lo 

Gaz kromatografisinde maddele~ biri çalışma sıcaklığında 

2ıvı halde olan sabit faz,di~eri hareketli faz arasındaki da~ıl-

~a dengesine göre ayrılırlar. Sabit sıcaklık ve sabit gaz akış 

hızı koşulu altında maddelerin kolondan taşınarak detektöre gel-

3esi için geçen süreye alıkanma zamanı (Retention time) ve bu 

siire zarfında ,cseçen gaz hacmına da alıkanma hacmı (Retention vo

lUm) denir. Alıkanma zamanı her maddeye özgü bir değerdir,sis

temde başka maddelerin bultlnmasından etkilenmez. Bu nedenle Rt 

de~erlerinden kalitatif tayinde,kromatogramdaki her pikin altın

da kalan alan ise o pike neden olan madde miktarı ile orantılı

dır. Bu özellikten de kantitatif tayinde yararlanılır. 

Gaz haldeki örnekler cihaza doğrudan "Head Space" tek

niğt ile,sivı ve katı. haldeki maddeler organik bir çözücüde çö-

zUldükten sonra mikro enjektörlerle,geriye kaçınayı önleyecek 

özel bir septum bulunan ve önceden ısıtılmış injeksiyon ünite-

sinden cihaza verilir. İnjeksiyon Unitesinde maddeler 131 ile 
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h 
l a narak tB. f;ll~TJC1 gaz i J.e kolonA. S1irii.kJ.enir. J!:addeler 

}1enıen bu .a r ~.-

bit ve hareketli fazlar arasındaki da4ılma katsayıla
ı~o ı onda sa 

k l on temperatUrüne,kolonun fiziksel özelliklerine ve ka
rına, o 

l · sabı·t fazın adsorbsiyon ve absorbsiyonuna bağlı olarak 
ıonda n 

ı Ve tas.ıyıcı gaz ile kolon boyunca taşınarak farklı fark-
ayrı ır . 

lı zamanlarda detektöre gelirler. Detektöre gelen maddeler de-

tektör sinyalinde artmaya neden olur ve bu sinyaller amplifika

törde kuvvetlendi ri ldikten sonra ya.zıcıda zamanın fonksiyonu 

olarak kaydedilirler (şekil 3). 

Kantitatif analizde morfin,kodein ve ereinin belli mik

tarları iç standart içeren metanelde çözüldükten sonra gaz kro

matografi sistemine 1 mikrolitre injekte edilir. Elde edilen 

kromatogram referans kromatogramdır (şekil 3-4). Kay de i ici bu 

kromatograma göre kalibre edilir. Pik alanları oranının kc~.3an

trasyon oranlarına karşı grafiği çizilirse kalibrasyon eE;riai 

elde edilir.Yine belirli tartımda analiz örneği iç standar~ içe

ren metanelde çözüldükten sonra sisteme injekte edilir. El~e 

edi le n kroma to gramdan bilinmeyen numunedeki madde miktarı ":ra li t

rasyon e~risinden bulunur (şekil 5). 

Gaz krcmetografisi çok etkili bir ayırma yönte::.idir. A~-

rılan maddeleri tanımadaki duyarlık,ayrılmanın hızlı oluşu ve 

uygulamadaki kolaylık bakımından üstün bir analiz yönte~d~r. 

Gaz kromatografisi ile duyarlık alt sınırı morfin içi~ 1 m~kro

gram,kodein ve eroin için o.ı - 0.2 mikrogram düzeyinteiir. 

3.2.3. SIVI KROI'.·IATOGHA.Ji'İSİ : 

Ciha z : Varian 5500 sıvı kroma"to grafi.si ve Vis:e. 4-':.l 

elektronik İntegratör. 
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Kolon : Bandapak MCH-10, JO cm - 4 mm. 

Detektör : UV-200 Absorbans detektör,2J5 nm. 0.1 AU/mv 

Solvent : A% 40 Asetonitril -B% 60 0.2 M Fosfat tam-

pon çözeltisi. 

Akış hızı ı ml/dak. 

Basınç : 72 atmosfer. 

Kağıt hızı : 3 mm/dak. 

Attennuation 4 

Sabit akış hızında her maddenin belli bir bağıl alıkon

:na zamanı (Retention Time) vardır. Bu özellik her madde için 

~arekteristiktir ve bu özellikten kalitatif tayinde yararlanılır. 

iliksek basınçlı çözücü sistemi (mobil faz) tarafından maddeler 

~olandan ayrılarak taşınır ve farklı farklı zamanlarda detektöre 

~elirler. netektörde belli dalga boyundaki (235 nm.) uv ışını 

~adde tarafından absorblanır. Absorblanan ışın miktarındaki azal

:~ sonucu detektörde bir sinyal oluşur. Bu sinyaller amplifika

törde yükseltilerek yazıcıda zamanın fonksiyonu olarak kaydedi

lirler. Elde edilen kromatogramlar referans standart maddelerin 

kromatogramları ile karşılaştırılarak maddelerin niteli~i sap

tanır. Kromatogramlarda piklerin altında kalan alan ise o pike 

neden olan maddenin miktarı ile orantılıdır. Bu özellikten de 

kantitatif tayinde yararlanılır. 

Belli miktarlarda ve iç standart içeren metanelde çözUl-

mUş standart rnorfin,kodein ve eroin çözeltilerinden ayrı :=ıyrı 

lO mikrolitre cihaza injekte edilir. elde edilen kroma~o~raınlar 

referans l<:romatogramlardır (şekil 6). kaydedici bu kromatograma 
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l'bre edilir. Pik alanları oranına karaı konsantrasyon 
göre lw ı 

~r·ef~~j cizilirse kalibrasyon e~risi elde edilir c~e-
orenıarJ. '· ,-~ı- r .. -- -:: 

kil ?). Bundan sonra belli tartımda ve iç standart içeren meta-

nolde çözülmüş örnek numuneler analiz edilerek elde edilen kro

matogramdan numunedeki madde miktarı kalibrasyon eğrisinden bu-

ı u nur. 
Sıvı kromatografisinde hassasiyet nanogram düzeyinde 

madde miktarlarını septayabilecek seviyededir. 
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4. B U 1 G U 1 A R 

i:i.W3 TABAKA KRm,IATOGRAFİSİ (T1C) 4.1. 

::.'LC ile elde edilen sonuçlar şekil l ve 2 de görülmek-

:edir. Tablo ı de ise iki ayrı çözücU sistemi ile elde edilen 

~f değerleri görülmektedir. 

---------------------

c .. - • , . .. 
B - - -A • • • 

l 3 4 5 

Şekil:l.Morfin,kodein ve 

ereinin kromatogramları. 

(A:Morfin,B:Kodein,C:Eroin) 

1:1 Mg, 2:2 ~g, 3:5 pg 

4:10 ~g, 5:20 pg, 

ÇözUcti:Etil asetat:Metanol: 

Amonyak (85:10:5). 

Spray : Asitli İyodoplatinat 

rı:atifi . 

c ::: : ~ • , -
B . - - • 
A . • • • 

ı 2 J 4 5 

Şekil:2.Morfin,kodein ve ereinin 

kromato(Sramları. 

(A:Morfin,B:Kodein,C:Eroin) 

1:1 pg, 2:2 pg, ):5 pg, 4:10 pg, 

5:20 pg. 

Çözücü:Benzen:Dioksan:Etanol: 

Amonyak (50:40:5:5). 

Spray : Dragendorf reaktifi. 
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Çözücü sistemi Çözücü sistemi 
~.fadde ler ı 2 

:.ıorfin 0.24 o. 29 

ı Kodein 0.32 O.J5 ı 

1 Eroin 0.48 0.56 
' 

:~blo:l !ki ayrı çözücü sistemi ile saptanan Rf de~erleri. 

4. 2. GAZ SIVI KROfilATOGRAFİSİ ( GLC) : 

~orfin,kodein ve eroinin gaz kromatogramları şekil J ve 

i de,3tandart çözeltilerle elde edilen kalibrasyon eğrisi ise 

~~kil 5 de görülmektedir. Tablo 2 de gaz kromatografisiyle bu-

Lı.nan alı ko nma zamanları verilmi ştir • 

........ 
~ 
1.("1 . 
ı:- co o 

~ 
(\J lf'\ o ........ ~ co • co . 0'\ ı:- .....ı co r-1 

~ • ~ (') CJ", ,_... 
tr\ \.0 rlri 
ri ('IJ . • . \.Dt-

r"' . 

. • ,....._ d d .......... ~ d d 
[--< •ri •ri d [--1 ın •r1 ·r1 d 
r~') <U 'H •r1 m di <U ~4- ·1 .,..., 
H w "'CC H o H c 'Ö 

.. o 
~ C) Q 

r~ 
..___. ::-., o ( ') ~~ 

,.:.ı 
,,. 

-~ :-..:ı ~.ı:: ::~ , ..... 

:şekil:J.%3 OV-17 kolonu elde Şekil:4.%3 OV-101 kolonu ile 

edilen morfin,kodein ve ereinin elde edilen morfin,kodein ve 

m,c leroma toı~ra.mları. eroinin GLC kromato~rnmları. 



7 

5 

4 

J 

2 

ı 

STD'ın nik alanı 
IST'ın pik alanı 

2 4 6 

/ 

STD'ın konsantrasyonu 

8 lO IST'ın konsantrasyonu 

Şekil:5 Standart çözeltilerle çizilen kalibrasyon eijrisi. 

% J OV-17 % J OV- 101 
Maddeler 

. Rt Rt 

Lynestreno l ( IST ).1 3.889 ).264 

Kodein 7.541 6.131 
-. 

Morfin 9.028 7.198 

Eroin 15.781 ! ll. 450 ı 

1 
1 

' 2 ,ı. b1.o: 2 Ko ıJ.r:!:in, moı~f :in v<~ criJinin .i. U . .'l.JI'l kolonda : ;:ı.nt :ı, ;ı_.'Jn 
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SIVI KROf..IATOGRAPİ Sİ ( HPLC) : 4.J. 

h~LC ile elde edilen kromatogramlar şekil 6 da q,örülmek

Şekil 7 de HPLC de standart çözeltilerle çizilen kalib-

~~syon e~risi, tablo J de morfin,kodein ve ereinin alıkanma za

~3nıarı verilmiştir. 

l.("\ 

\C) 
gs l.("\ o 

N • .q- ('..; 

ri CT\ l.("\ ....... co N 
ı:- . • co 
cc 1.{'1 t- ın -.::t . . 
N (j'\ 

1:1 • . 1:1 ::::: 

= ·rl - ...-.._ ·ri 1:1 •ri -·ri ~ 8 8 ~ •ri d 8 c: 
'H OJ (/) ~ Q) ~ OJ •ri 
H o H H o 'ı:1 o H o 
o H ..__, ..__, M o H .._, ~i 
~~ {'"\.ı p., ~ 1-4 i .il 

Şekil:6. Morfin,kodein ve ereinin HPLC kromatogramları. 

STD'ın pik alanı 

IJT'ın pik alanı ı. o 

0.8 

0.6 

0.2 I~L ---......--...-- --~- ..... 
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

sr_ı:ın' ın lcon:Jcı.n cradyonu 

IST' ın kon,'Jan trauyonu 

Şekil:7. Standart r;i5zeltilerle çi~;;ilc'!n kalil)rasyon ei:;ri~d. 
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IIIaddeler Rt değerleri 
-· 

Morfin 2.781 -- - ·- - -
Prokain ( IST). 5.926 

Kod ei n 7.145 

Eroin 9.482 

Tablo:3 Morfin,kodein ve eroinin HPLC'de saptanan Rt değerle~: 
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5. T A R T I Ş MA V E S O N U Ç 

son yıllarda narkotik maddelerin kullanımı tUm dünya til

kalerinin ilgilendi~i bir sorun haline gelmjştir.Afyon ve afyon

dan elde edilen ~arko~ik maddeler ise TUrkiye'de kullanımında ve 

ticaretinde en bUyük paya sahip olduklarından ~zel önem taşımak

tadırlar (1). Bu açıdan bu maddelerin analizi de önem kazan~akta 

dır. 
Narkotik maddelerin TLC ile analizlerinde genellikle sili 

kagel ve aluminyum oksitle kaplanmış plaklar kullanılms.kteC:..ır(2J 

Silikegel 60 F254 maddesi ile kaplanmış plaklar aktive edi:dikte 

sonra kullanılmaları halinde,lekelerin yerlerinin daha bel:..~gir: 

ve ayrılmanın daha iyi oldu~u gözlenmiştir (21). De~işoeye~ de

ney koşullarında ve aynı plakların kul lanı lması i le tel:!'ar:ane.-

bilir sonuçların elde edilece~i bildirilmektedir (22). 

İki ayrı çözücü sistemi ile morfin,kodein ve eroini~ ane-

lizleri yapılmış,elde edilen kromatogramlar şekil 1 ve 2 d~. 

hesaplanan Rf de~erleri i~e tablo 1 de g~rUlmektedir.Etil eset~: 

metanol:Amonyak (85:10:5) ç~zücü sisteminde spray reaktifi ~la~~ 

asitli iyodoplatinat; Benzen:dioksan:etanol:amonyak (50:40: 5:5~ 

ç~zücti sisteminde ise Dragendorf reaktifi spray reakti~i o:ara~ 

kullanıldı (29). Her iki ç~zücü sisteminin de yeterli E7rı~· sa2-

ladığı sonucuna varılmıştır. 

GLC de morfin, kodein ve ereinin analizinde, ku.lla::.J.lh:ı. 

stasyoner fazın cinsi ve ~zelliği,kolon dolgu madde8ini::. p~~ti

kül büyüklüğü ve kolonun fiziksel özellikleri ile kolor. te--:~;-;arc-

tUrline ba{~lJ olE.:.:r'u)ç de(;:i şiklik rı;?iriilrnektedir.Kolon tem::!'a·: ;rL: 
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.. ·=·<sek olunca analiz süresi kısalmakta fakat kromategramda pikler 
j ~ ~ 

i P:ıirdiğinden ayrım iyi olmamaktadır.Yüksek sıcaklık - ·.,..bir ne · 
Ol· 

r sıvı fazın bozunmasına ve kısa süre sonra kolon verimi_:;-;asyone 

nin düşmesine neden olmaktadır.Düşük sıcaklıkta ayrım iyi olmak-

ta fakat analiz süresi uzamakta,piklerin yayvanlaşması ve kuy

rıklanması analiz sonuçlarını hatalı kılmaktadır (34).Bu ve ben

zeri sorunları ortadan kaldırmak için deneyerek ya optimum kolon 

sıcaklığı bulunur ya da sıcaklık programlaması yapılır.Kolon 

sıcaklığı,analizin uygun bir sürede tamamlanmasını salayacak ka

dar yüksek,iyi bir ayrım sağlayacak kadar düşük olmalıdır. 

Stasyoner sıvı fazın kompozisyonu ve katı destek materyali

nin görmüş olduğu işlemin de iyi bir ayrım Uzerine etkili olduğu 

bilinrnektedir.Kolon dolgu maddesi silanize edilmemiş olursa,mor

fin ve benzeri polar yapıları adsorbe ederek hem analiz süresi-

nin uzamasına,hem de sonuçların eksik bulunmasına neden olmak-

tadır (35-37). 

Gaz kromatografisinde FID detektörle birlikte % 3 OV-17 

Ye% .3 OV-101 kolonlar kullanılmıştır.Her iki kolonla elde edi

len kromatogramlar şekil 3 ve 4 de,standart çözeltilerle çizilen 

kalibrasyon eğrisi ise şekil 5 de ve saptanan alıkanma zamanları 

(Rt) tablo 2 de p,örülmektedir. 

HPLC de ınıılanılan çözücülerin saflığı ve polariteleri de 

maddelerin ayrılmaları Uzerine etki eden faktörlerden biridir. 

İyi bir ayrım sa~layabilmek için kolon materyalinden başka çözti-

cü koınpozis,yonu ve çözücü akıp, hızının da optimum oldui~u koşul

lar .ı:ı;ereklidir. UV-200 abaorbsiyon detektörü ve mikro bondanak 

MCH-10 kolonu kullanılarak narkotik maddelerin analizi yapılmı:-:ı-
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tı r (
52

) . Elde edilen kromatogramlar ~ekil 6 da,standart ç~zelti

. ilen kalibrasyon eğrisi şekil 7 de ve saptanan alıkanma 
ı~rıe çı · 
~s~ao ıarı (Rt) ise tablo 3 te gös terilmiştir. 

sonuç olarak : Narkotik maddelerin analizinde TLC sistemi, 

testlerine olanak veren etkili ve çabuk sonuç alınan eka-

r..c:ıik bir yöntemdir.Kanti tatif analiz s~z konusu oldu~-unda GLC 

si 3 temi ile tutarlı sonuçların alındığı,uygulaması kolay ekono

mik bir ayırma yöntemidir.Analiz örne~inde bulunan safsızlıkların 

niteli~i ve oranı saptanarak maddelerin kökeni hakkında bilgi 

edinmek mümkün olmaktadır.TLC ve GLC sistemleri ile mikrogram 

d~zeyindeki maddelerin analizleri yapılabilirkan HPLC ile nano

~ram düzeyindeki madde miktarlarını kalitatif ve kantitatif ola-

rak analiz etmek mümkün olmaktadır. 

Tüm bu bilgilerin ışığı altında her üç yöntemin de kullan

ma amacına yönelik olarak üstünlükleri olduğunu söyleyebiliriz. 
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6. Ö Z E T 

Bu çalışmada morfin,kodein ve ereinin İnce tabaka,Gaz 

li~it ve sıvı kromatografisiyle tanınmaları ve kantitatif tayin

le~inin yapılması amacıyla laboratuvarımız koşullarına uygun 

olan yöntemler standardize edilmiştir. 

Bu amaçla ince tabaka kromatografisinde çeşitli çözücü 

3 i 3 temleri denenmi~,Etil asetat:metanol:amonyak (85:10:5) ve 

Benzen:dioksan:etanol:amonyak (50:40:5:5) çözücü sistemlerinin 

yeterli ayrım sağladığı sonucuna varılmıştır. İnce tabaka krcma

tografisinde lekeleri görünür hale getirmek amacıyla asitli 

İyodoplatinat ve Dragendorf resktifleri kullanılmıştır. İnce 

tabaka kromatografisi ile saptarrabilen en düşük madde miktarı 

1 mikrogramdır. 

Gaz likit kromatografisinde FID detektörle çalışılmıştır. 

Değişik kolonlar denendikten sonra Chroınosorb VillP üzerinde hazır-

lanmış % 3 OV-17 ve % 3 OV-101 kolonlar kullanılmıştır. 

Her iki kolonla da iç standart ve numuneler arasında ye

terli ayrım gözlenmektedir.Gaz likit kromatografisinde duyarlık 

morfin için 1 .mi.krogram, kod ei n ve eroin için ise O .ı - O. 2 mik

rogram düzeyindedir. 0.1 - 20 mikrogram standartla çalışıldı ~ın

da yeterli lineariteyi gösteren kalibrasyon e~risi elde edilebil

mektedir. 

Sıvı kromato~rafisinde UV-200 Ab3orbans detektUr ve 

MCH-10 Bandapak kolonlar kullanılmıştır. Bu yöntemle duyarlık 

nano-r,r·am düzeyine inınekteclir. 
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